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Abreviaturas

[*H]-NAMH [3H]-N-metilhistamina

A2aR Receptor a adenosina Aza

AD Adenosina

AE Asa intracelular

Al Asa intracelular

AMPc 3’-5’-Mono fosfato ciclico de adenosina
ATP Trifosfato de adenosina

CT Carboxilo terminal

DiR Receptor a dopamina D1

D2R Receptor a dopamina D2

GABA Acido g-aminobutirico

GB Ganglios basales

GP Globo pélido

GPCR Receptor acoplado a proteinas G
H2R Receptor a histamina Hz

HsR Receptor a histamina Hs

HA Histamina

NEMs Neuronas espinosas medianas
NT Amino terminal

PKA Cinasa A de proteinas

PKC Cinasa C de proteinas

RAMH R-a-metilhistamina

SNc Sustancia negra parte compacta
SNC Sistema nervioso central

SNr Sustancia negra parte reticulada

STR Neoestriado



Resumen

Los ganglios basales son un sistema de nudcleos neuronales subcorticales
involucrados en la regulacion de procesos motores y cognitivos. El neoestriado es
el principal nacleo de entrada de la informacion sinaptica del sistema, y esta
conformado principalmente por neuronas espinosas medianas (NEMs), las cuales
reciben una importante innervacion glutamatérgica de la corteza y el tAlamo. A su
vez, las NEMs originan las vias directa (INEMS) e indirecta (iNEMs) de los ganglios
basales. En el neoestriado, los receptores a histamina Hs (HsRs) se
co-expresan con los receptores a adenosina Axa (A2aRs) en las aferentes
glutamatérgicas cortico-estriatales y en las INEMs GABAEérgicas, permitiendo a
ambos receptores modular dichos sistemas. Al inicio de este trabajo se desconocia
si los H3Rs y A2aRs interactuaban fisicamente y molecularmente en el neoestriado.
Para abordar esta posibilidad, se utilizd un ensayo in vitro disefiado para detectar
complementacion funcional entre el receptor quimérico A2aR302-Gawis Y €l receptor
nativo HsR. La activacion del HsR con el agonista RAMH resulté en movilizacion de
Ca?* (pECso 7.31 + 0.23; estimulacién maxima, Emax, 449 + 25 % de la basal),
indicativa de la formacion de heterodimeros. La interaccion HsR/AzaR fue
confirmada por ensayos de co-inmunoprecipitaciéon asi como de formacién de
AMPc, en los que se observd un aumento en la sefializacién del A2aR. Los ensayos
de Complementacion Bimolecular Fluorescente mostraron complementacién entre
el A2aR y el H3R, apoyando la dimerizacion de los receptores. En membranas de
sinaptosomas estriatales de la rata, la activacién del HsR con RAMH disminuyo la
afinidad del A2aR por el agonista CGS-21680 (pKi control 8.10 = 0.04, pKi en
presencia de RAMH 7.70 + 0.04). Ademas, el A2aR y el H3R co-inmunoprecipitaron
en extractos proteicos de sinaptosomas estriatales. El estudio mediante quimica
computacional de la interface de interaccion A2aR/HsR mostré que 22 residuos del
A2aR y 25 residuos del H3R forman una interface hidrofébica. En conjunto, estos
resultados apoyan la existencia de un heterodimero HsR/A2aR en células
transfectadas y en el neoestriado de la rata, y sustentan un nuevo mecanismo por
el cual estos receptores podrian modular la funcion del neoestriado y de los ganglios

basales.



Abstract

The basal ganglia form a system of subcortical neuronal nuclei involved in a wide
variety of functions including movement and cognition. Within this system, the
striatum is the main synaptic input nucleus and it is composed in 95% by medium-
sized spiny projection neurons (MSNs), which receive a vast glutamatergic
innervation from the cortex and thalamus. In turn, MSNs originate the direct and
indirect pathways of the basal ganglia. In the striatum, histamine Hs receptors (HsRs)
are co-expressed with adenosine A2a receptors (A2aRs) on the
cortico-striatal glutamatergic afferents and the GABAergic MSNs that originate the
indirect pathway of the basal ganglia. This location allows HsRs and A2aRs to
regulate the striatal GABAergic and glutamatergic transmission. However, whether
these receptors interact physically to modulate the intra-striatal synaptic
transmission had not yet been assessed. To test this hypothesis a
heteromer-selective in vitro assay was used to detect functional complementation
between a chimeric A2aR302-Gagia and wild-type HsRs in transfected HEK-293T cells.
HsR activation with the agonist RAMH resulted in Ca?* mobilization (pECso 7.31 +
0.23; maximal stimulation, Emax, 449 + 25 % of basal), indicative of receptor
heterodimerization. Functional HsR-A2aR heteromers were confirmed by co-
immunoprecipitation and modifications in cAMP signaling when both receptors were
co-expressed in the same cells. In membranes from rat striatal synaptosomes, HsR
activation decreased A2aR affinity for the agonist CGS-21680 (pKi control 8.10 +
0.04, pKi in the presence of RAMH 7.70 £ 0.04). Moreover, HsRs and A2aRs co-
immunoprecipitated in protein extracts from striatal synaptosomes. The bimolecular
fluorescent complementation experiments showed a strong signal resulting from the
interaction between A2aR and HsR, suggestive of dimerization. Furthermore, the
computational study of the interface A2aR/HsR showed 22 residues of the A2aR and
25 residues of the H3R to interact, mainly by hydrophobic interactions. These results
support the existence of a HsR-A2aR heteromer, and reveal a new mechanism by
which these receptors may modulate the function of the striatum and the basal

ganglia.



1. Introduccién

1.1 Sistema de los ganglios basales

Los ganglios basales (GB) son un grupo de nucleos subcorticales interconectados
gue regulan procesos motores y cognitivos, y que estan por lo tanto relacionados
con el desarrollo de patologias neurodegenerativas como la enfermedad de
Parkinson, el desorden de hiperactividad y déficit de atencién (ADHD), la
enfermedad de Huntington y el sindrome de Tourette (Cumming y Frankel, 1985;
Haber y cols., 1986; Galvan y cols., 2006). En la rata, los GB (Figura 1) estan
conformados por el neoestriado (STR), el globo palido (GP), el nicleo subtalamico
(NST) y la sustancia negra, en sus partes reticulada y compacta (SNr y SNc
respectivamente; Bolam y cols., 2000).

El STR recibe aferencias glutamatérgicas corticales (Kemp y Powell, 1969) y
taldmicas (Smith y col., 2004), asi como dopaminérgicas provenientes de la SNc
(Albin y cols., 1989). Estas aferencias hacen del STR el principal nucleo de entrada
sinaptica del sistema de los GB, y la inervacion cortical, talamica y nigral del STR
otorga funcionalidad al sistema al actuar sobre las neuronas espinosas medianas
(NEMs) GABAérgicas (Bolam y cols., 2000).

Las NEMs constituyen mas del 95% de la poblacion neuronal del STR (Kemp y
Powell, 1971) y conforman en él dos poblaciones. La primera envia proyecciones
al GP y forma la via indirecta (estriado-palidal) de los GB, mientras que la segunda
inerva a la SNr formando la via directa (estriado-nigral). Aunado a esto, ambas
poblaciones de las NEMs emiten proyecciones colaterales que modulan la actividad
de la poblacion neuronal vecina (Wilson y Groves, 1980; Somogyi y cols., 1982;
Bolam y cols., 1983). Dada la naturaleza GABAérgica de ambas poblaciones de las
NEMs, estas conexiones ejercen un efecto inhibidor debido a la activacién de
receptores GABAa post-sinapticos, y la densidad de estos receptores determina la
magnitud de la corriente post-sinaptica inhibidora (Tunstall y cols., 2002, Koos y
cols., 2004, Taverna y cols., 2008). Las NEMs estriado-nigrales tienen una

densidad mas alta de receptores GABAa, por lo que las NEMs de la via indirecta



ejercen un mayor efecto inhibidor sobre las neuronas de la via directa (Taverna y

cols., 2008).
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Figura 1. Esquema general del circuito sinaptico de los ganglios basales. Ademéas
de proyectar al GP y a la SNr, las neuronas espinosas medianas (NEMs) emiten
colaterales axonales que modulan la actividad de la poblacién neuronal vecina.
GP, globo palido; NST, ndcleo subtalamico; SNr, sustancia negra reticulada;
SNc, sustancia negra compacta.

1.2 Regulacién de las NEMs por receptores acoplados a proteinas G (GPCRS)

Los GPCRs constituyen una gran familia de proteinas membranales responsables
de la sefializacion celular en respuesta a hormonas, neurotransmisores,
guimocinas, odorantes e incluso fotones (Pierce y cols., 2002). Estructuralmente,
los GPCRs poseen una sola cadena peptidica con el extremo amino en la regién
extracelular y el extremo carboxilo en el citoplasma, y 7 hélices a

transmembranales, formando asi 3 asas intracelulares y 3 asas extracelulares



(Figura 2). Al activarse, un GPCR experimenta cambios conformacionales que
resultan en la activacion de un trimero proteico conformado por las subunidades a,
By v que en conjunto forman una proteina G. Estas proteinas G son participes
primordiales en la transduccién de sefales intracelulares que regulan procesos
fisioloégicos y patoldgicos. Sin embargo, cada vez se conocen mas proteinas
accesorias que participan en la sefalizacion de los GPCRs de manera

independiente de las proteinas G (Heuss y Gerber, 2000).

Figura 2. Estructura de los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs),
representados por el receptor a adenosina Aza. A. Vista lateral del receptor Aza. Se
observan el extremo amino terminal (AT), las 3 asas extracelulares (AE) y las 3 asas
intracelulares (Al), asi como la octava hélice (H8). El extremo carboxilo terminal fue
removido para una mejor visualizacién. B. Vista superior del receptor Aza. La figura muestra
los siete7 segmentos transmembranales tipicos de los GPCRs. Se puede observar también
la octava hélice (H8). Los modelos fueron realizados por el autor de la tesis.

Cada poblacion de NEMs expresa de manera altamente selectiva a subtipos de
GPCRs (Gerfen y cols., 1990). El receptor a dopamina del tipo D1 (D1R) activa a
proteinas Gas y se expresa en las NEMs de la via directa, mientras el receptor tipo

D2 (D2R) activa a proteinas Gaio y se expresa en las NEMs de la via indirecta



(Surmeier y Kitai, 1994). Los axones colaterales de cada via expresan DiRs o D2Rs
estableciendo una red neuronal especifica entre ambas poblaciones de NEMs
(Gerfen y cols., 1990, Surmeier y Kitai, 1994, Taverna y cols., 2008). Ademas de la
regulacion dopaminérgica, la actividad de las NEMs es modulada intrinsecamente
por la adenosina (AD), y extrinsecamente por el sistema histaminérgico.

1.3 Sistema adenosinérgico, expresion y funcionalidad de los receptores a

adenosina Aza en el neoestriado.

La adenosina es un nucleosido purinérgico compuesto de una molécula de adenina
unida a una molécula de ribosa y se sintetiza en el espacio sinaptico por accién de
ectonucleotidasas (Snyder, 1985). Estas enzimas realizan una triple
desfosforilaciéon del trifosfato de adenosina (ATP), dando como resultado la
adenosina. EI ATP se encuentra en alta concentracion en las vesiculas sinépticas,
y en consecuencia es co-liberado con varios neurotransmisores, incluyendo
noradrenalina (Sperlagha y cols., 1997), acetilcolina (Poelchen y cols., 2001), y
GABA (Jo y Role, 2002). En el neoestriado, la adenosina ejerce sus efectos

funcionales mediante la activacion de los receptores A1 (A1R) y Aza (A2aR).

El STR es la region del SNC con mayor expresion del A2aR, localizado en los
cuerpos y terminales de las NEMs de la via estriado-palidal, donde modula
intrinsecamente la transmision sinaptica GABAérgica (Schiffmann y cols., 2007),
asi como en las terminales cortico-estriatales que inervan a las NEMs de la via

directa, donde regula la trasmisién glutamatérgica (Quiroz y cols., 2009; Figura 3).

En el STR, el A2aR candnicamente activa a proteinas Gaorr (Corvol y cols., 2001),
gue aumentan la formacion del 3"-5"-monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) por
estimulacién de ciclasas de adenilato (ACs). Estructuralmente, el A2aR posee un
extremo carboxilo mas largo que los demas GPCRs (~122 aa versus 34 del AR,
por ejemplo; Gsadtner y cols., 2005), lo que le permite interactuar con varias
proteinas como como Gaq (Gubitz y cols., 1996; Kirk y Richardson, 1995), ARNO
(ARNO, ARF nucleotide binding site opener; Gsandtner y cols., 2005) y



B-arrestinas (Zezula y Fressmuth, 2008), las cuales también forman parte de la

sefalizacion del A2aR (Figura 4).

Figura 3. Distribucion de los receptores adopamina D1 y D2 y a adenosina Aza (A2aR)
en el neoestriado. A. Los cuerpos de las neuronas estriado-palidales y sus colaterales
expresan AxaRs (hexagonos) y a dopamina D.. El AaR también se expresa en las
proyecciones cortico-estriatales que inervan a las NEMs que expresan al receptor D; (via
estriado-nigral). B. Expresion del AzaR en el neoestriado de la rata, determinada por la
union del antagonista [*H]-ZM241385. Tomado de DeMet y Chicz-DeMet, 2002.
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Figura 4. Vias de sefializacién del AzaR. La activacion de proteinas Gowrr Y la formacion
de AMPc es la via de sefalizacion candnica del A;aR (flecha gruesa). De manera no
canonica, el A;aR puede activar a varias proteinas como Gag, ARNO (ARF nucleotide
binding site opener) y B-arrestinas. Las fuentes de la informacion se mencionan en el
texto.



1.4 Sistema histaminérgico, expresion y funcionalidad de los receptores a

histamina Hs en el neoestriado.

Mientras que los receptores a adenosina y a dopamina se expresan de manera
diferencial en ambas poblaciones de las NEMs, los receptores a histamina (HA) se
expresan en el 95% de las NEMs de la via directa y en el 89% de las NEMs de la
via indirecta (Ryu y cols., 1994, Pillot y cols., 2002a; Gonzalez-Sepulveda, 2013;
Figura 5).

La HA es sintetizada por un grupo de neuronas cuyos cuerpos celulares se localizan
en el nucleo tuberomamilar del hipotalamo y sus proyecciones se distribuyen en
todo el SNC. La HA participa de manera importante en la modulacion del balance
energeético, el ciclo suefo-vigilia, la regulacion de la ingesta de alimentos y el
mantenimiento de la temperatura corporal, entre otras funciones, mediante la
activacion de GPCRs denominados Ha, Ha, Hs y Ha
(Nieto-Alamilla et al., 2016). De estos, el receptor Hs (H3R) se expresa pre- y

post-sinapticamente en el STR (Pillot y cols., 2002b).

Mediante la activacion de HsRs pre-sinapticos, la HA modula su propia sintesis y
liberacion, asi como la liberacion de otros neurotransmisores como serotonina
(Schlicker y cols., 1988), acetilcolina (Clapham y Kilpatrick, 1992), dopamina
(Schlicker y cols., 1993), noradrenalina (Schlicker y cols., 1989), sustancia P
(Ohkubo y cols., 1995), glutamato (Dereulee y cols., 2001) y GABA (Garcia y cols.,
1997). El HsR modula la transmision sindptica mediante la activacion de diversas
vias de sefalizacion. Canonicamente el H3R activa proteinas Gaio (Lovenberg y
cols., 1999), las cuales inhiben la actividad de las ciclasas de adenilato
disminuyendo la formacion de AMPc y por lo tanto reduciendo la activacion de la
cinasa A de proteinas, PKA. Se ha descrito que este receptor también inhibe
canales de Ca?* activados por voltaje, moviliza Ca?* de depdsitos intracelulares,
estimula la via de las cinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs) e inhibe al

intercambiador Na*/H* (Nieto-Alamilla y cols., 2016; Figura 6).
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Figura 5. Neuronas histaminérgicas y localizacién del HsR en el neoestriado.
A. Corte sagital del cerebro de rata que muestra en rojo (tdTom) la localizacion de las
neuronas histaminérgicas del nicleo tuberomamilar ventral (TMNv). Tomado de Fujita y
cols., 2017. B. El HsR se expresa en ambas poblaciones de NEMs, asi como en las
terminales cortico-estriatales. Se muestran soélo los HsR pre-sinapticos. C. Fibras
histaminérgicas en el STR (Rojo, Cy3), entre las NEMs de la via indirecta (Verde; GFP,
Alexa fluo 488). Tomado de Ellender y cols., 2011.
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Figura 6. Vias de sefializacién del HsR. La activacién de proteinas Gaio Y la inhibicion
de la actividad de ciclasas de adenilato son las principales vias de sefializacion del HsR.
Otros efectos son la activacion de las cinasas activadas por mitégenos (MAPK), de la
fosfolipasa Az (PLA2), y la movilizacion de Ca?* del reticulo endoplasmico (RE). AC,
ciclasa de adenilato. Las fuentes de informacion se mencionan en el texto.

1.5 Interaccion de los receptores A2aR y H3R con otros GPCRs

El alosterismo fue definido en 1965 por Monod, Wayman y Changeux como la
capacidad de una enzima para modificar su actividad biolégica de manera positiva
0 negativa en respuesta a la unién de un ligando en un sitio topoldgico distinto (sitio
alostérico) al sitio catalitico (Monod y cols., 1965). Este modelo ha trascendido al
area de los GPCRs, que de manera natural experimentan alosterismo, entendido
como un cambio conformacional inducido por un ligando, para poder traducir una
sefal extracelular en una via de sefializacién intracelular (Figura 7). Considerando
que los GPCRs conforman la familia de receptores de membrana mas importante,
con 865 genes en humanos, y que son el blanco del 40% de los medicamentos
disponibles, el estudio de su alosterismo se torna de gran relevancia fisioldgica,

terapéutica y comercial (Filmore, 2004).

11



Entre los varios tipos de alosterismo descritos para los GPCRs, el alosterismo por
formacion de heterodimeros, propuesto hace mas de dos décadas, se ha aceptado
recientemente como un mecanismo fisiolégico de regulacion de la actividad de los
GPCRs y por lo tanto, de modulacién de la actividad celular (Foster y Conn, 2017).
Entre estos complejos proteicos destacan aquellos cuya funcion repercute en la
actividad neuronal, como los formados entre receptores a dopamina y a adenosina

(D2-A2a y D1-A1) 0 a histamina (D2/D1-Hs), entre otros.

Los dimeros formados por estos receptores tienen un importante papel fisiologico
en el neoestriado, nucleo donde se expresan abundantemente y su participacion es
crucial para el correcto funcionamiento de todo el sistema de los ganglios basales.
En el neoestriado, los receptores Aza, Hz y D2 co-existen en las NEMs de la via
indirecta, mientras que los receptores Hs y D1 lo hacen en las NEMs de la via
directa. En las NEMs de la via indirecta tanto los receptores A2a como los Hs
interactuan con los receptores D2, mientras que en las NEMs de la via directa los
receptores D1y Hs también pueden formar heterodimeros. Estas interacciones son
unidireccionales, en las que los receptores a dopamina D1y D2 experimentan
disminucién en su funcionalidad y en la afinidad por sus agonistas (Ellenbroek y
cols., 2013; Hillion y cols., 2002).

Sin embargo, aunque los receptores Aza y Hs se co-expresan en las NEMs de la via
indirecta y en las terminales cortico-estriatales y de manera similar a los receptores
D1y Hs tienen vias de sefializaciones antagonicas, la posibilidad de una interaccion

fisica y molecular entre ellos no habia sido explorada.

12
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Figura 7. Modelo de alosterismo en un GPCR y en un dimero de GPCRs. A. De
manera natural, los GPCRs experimental alosterismo al ser activados y activar a la
proteina G correspondiente. Un agonista se une al sitio de union del receptor y genera en
él cambios conformacionales que se traducen intracelularmente en la activacién de la
proteina G. B. Cuando se forma un heterodimero de GPCRs, la unién de un ligando al
segundo receptor (en gris) puede modular positiva o negativamente la afinidad del primer
receptor por sus ligandos. C. La activacion del segundo receptor puede también modular
la eficacia y la potencia con que el primer receptor activa proteinas G, induciendo cambios
en el perfil de sefializacion. D. Estos cambios pueden extenderse a otras proteinas, como
las B-arrestinas, produciendo cambios en la internalizacion de los receptores involucrados
en la interaccion.
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2. Justificacion

Los ganglios basales forman un sistema de nucleos neuronales que modula el
control motor e integra procesos cognitivos y sensoriales. En este sistema, el
neoestriado recibe la mayor cantidad de aferentes sinapticas, originadas en la

corteza cerebral, el tAlamo y la sustancia negra compacta.

Las neuronas espinosas medianas (NEMs) conforman la mayoria de las células
neuronales del nucleo y se dividen en dos poblaciones que generan la via directa y
la via indirecta de los ganglios basales. Estas neuronas estan bajo la modulacion
de receptores acoplados a proteinas G como los receptores a dopamina, a

adenosina y a histamina.

En el neoestriado, los receptores A2a y Hs se co-expresan en las NEMs que forman
la via indirecta de ganglios basales y en las terminales cortico-estriatales que
inervan a las NEMs que forman la via directa de ganglios basales. Tanto el A2aR
como el HsR modulan la liberacion de GABA y glutamato, ya sea de manera
individual o mediante su interaccion con receptores a dopamina. Sin embargo, la
posibilidad de que el A2aR y el HsR formen un heterodimero en el estriado, no habia

sido estudiada.
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3. Hipotesis

Los receptores a adenosina A2a y a histamina Hs forman un heterodimero en un
sistema de expresion heterdlogo y en el neoestriado de la rata, con propiedades

farmacoldgicas distintas a las presentadas por los monémeros.
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4. Objetivo general

Determinar si existe una interaccion molecular entre los receptores a adenosina Aza

y a histamina Hs en un sistema de expresion heterélogo y en el neoestriado de la

rata.

4.1 Objetivos particulares

1.

Determinar la posible interaccion fisica entre los receptores A2a y Hs por
ensayos de co-inmunoprecipitacion en el neoestriado de la rata y en células
HEK-293T co-transfectadas.

. Determinar si la activacion del A2aR o del HsR modifica las propiedades

farmacoldgicas del segundo receptor en el neoestriado de la rata, mediante

ensayos de unién de radioligando

. Determinar si la activacion del A2aR o del HsR modifica las propiedades

farmacolégicas y funcionales del segundo receptor en células HEK-293T,

mediante ensayos de complementacion funcional y de formacion de AMPc.

. Confirmar la interaccion A2aR y HsR por medio de técnicas de fluorescencia

(Complementacion Funcional Bimolecular) en células HEK-293T.

. Evaluar la interface de interaccién entre los receptores Aza y Hs mediante

quimica computacional.
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5. Metodologia

5.1 Generacién de construcciones plasmidicas

Los receptores Az2a 0 Hs truncos se generaron por amplificacion por PCR utilizando
los oligonucledtidos indicados en la Tabla 1. Después de la amplificacion y
restriccién con las enzimas Hindlll y BamHI, los receptores Aza y Hs truncos se
subclonaron en el pldsmido pcDNA3.1 que contenia las proteinas quiméricas Gougs4
0 Gagis. Ambos receptores fueron marcados con una bandera de hemaglutinina
(3xHA). Para generar a los receptores marcados con 3xHA, el A2aR y el H3R se
amplificaron desde los nucleétidos 377 y 458, respectivamente, hacia el extremo
amino. El fragmento 3xHA se amplificé a partir de un plasmido que contiene la
secuencia codificante para el receptor a histamina H4 marcado con dicha bandera
(3xHA-H4R en pcDNAS3.1, cDNA Resource Center, St. Louis, MO). Los fragmentos
de DNA  amplificados (3XHA-A22R377 0 3xHA-H3R458) fueron
re-introducidos en el vector pcDNA3.1-HsR o pcDNA3.1-A2aR para obtener los
receptores marcados completos. La insercion y orientaciéon de los fragmentos
amplificados fue verificada por secuenciaciébn automatica realizada en la FES
Iztacala, UNAM (Los Reyes lztacala, Estado de México, México).

Tabla 1. Oligonucle6tidos empleados en la generacion de los receptores Aza 'y Hs
truncos.

Fwd_3xHA + Hindlll 5-AAAAAGCTTATGTACCCATACGATGTTCC-3
Rev_3xHA-A2aR-302 + BamHI 5’-AAAGGATCCGATCTTGCGGAAGG-3’
Rev_3xHA-HsR-427 + BamHI 5-AAAGGATCCCAGCAGCTTGGTG-3'
Rev_3xHA-HsR-411 + BamHI 5-AAGGATCCAGGGTAGAGGACAGGGTTGAC-3
Rev_3xHA-HsR-421 + BamHI 5’-AAAGGATCCCCGGCGGAAGCTGTGGTG-3
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5.2  Cultivo celular y transfeccion

Las células HEK-293T se cultivaron en medio DMEM con alta glucosa,
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), penicilina (50 Ul/ml) y
estreptomicina (0.1 mg/ml), en una atmosfera humidificada (5% CO: en aire) y a
37°C.

Para las transfecciones, las células fueron sembradas en placas de 6 pozos (6x10°
células/pozo) y se incubaron por 24 h a 37°C en una mezcla de 5% CO2/aire. Al dia
siguiente, 10 pl de X-tremeGENE se mezclaron con 500 pl de medio Optimem y la
mezcla se incubd a temperatura ambiente. Después de 5 min se afiadio el plasmido
en unarelacion 1 ug de ADN por 5 ug de X-tremeGENE. Para los ensayos de AMPc,
una mezcla de ADN y del plasmido Glosensor AMPc (relacion 1:2) fue afiadida a la
solucién Optimem/X-tremeGENE. Cuando los plasmidos que contienen al A2aR o
HsR se transfectaron de manera individual, la cantidad de ADN se preservo

afiadiendo el vector pcDNA3.1 vacio.

La mezcla de transfeccién se incub6 por 20 min a temperatura ambiente antes de
ser afladida a las células, las cuales fueron posteriormente incubadas por 24 h a

37°C en una atmosfera humidificada (5% COz/aire).

Para los ensayos de co-inmunoprecipitacion, las células HEK-293T se transfectaron
usando el método de polietiienimina (PEI, 1 mg/ml) al alcanzar un 80% de
confluencia. Brevemente, una mezcla de ADN/PEI (relacién 1:10) se incubéd por 30
min a temperatura ambiente antes de ser afiadida a las células. Después de incubar
por 30 min a 37°C bajo atmosfera humeda (5% COz2/aire), las células fueron
suplementadas con 10% de SFB y la incubacion se continu6 por 24 h bajo la misma

condicion.

5.3 Ensayos de formaciéon de AMPc

Las células HEK-293T transfectadas con los receptores 3xHA-A2aR, 3xHA-H3R o

una mezcla de ambos (1 ug del plasmido para cada uno) en combinacion con el
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plasmido Glosensor AMPc, se sembraron en placas blancas de bajo volumen de
284 pozos (25,000 células/pozo en 7.5 ul de medio), y se incubaron con medio Glo-
equilibrium (Promega, 7.5 ul/pozo) por 90 min a temperatura ambiente. Los
farmacos a estudiar se afiadieron en un volumen de 5 pl (4x en solucion HBSS,;
Hans Balanced Salt Solution; composicién en mM: NaCl 140, KCI 5; CaClz 1; MgSOa
0.4; MgCl2 0.5, NazHPOs4 0.3, KH2PO4 0.4, D-glucosa 6, NaHCOs 4) y la
luminiscencia del AMPc enddgeno se determiné en tiempo real en un aparato

Flexstation 3 (Molecular Devices).

5.4 Ensayos de movilizacion de calcio

Las células HEK-293T transfectadas con 1 ug de ADN total se sembraron (2.5x10%
células/pozo en 25 ul de medio) en una placa de 384 pozos con fondo claro y se
incubaron por 24 h a 37°C en una atmésfera humidificada de 5% COz2/aire, cubiertas
con una placa de Areaseal. Las células fueron cargadas con 25 pul del indicador
FLIPR Ca?* (Molecular Devices) e incubadas por 1 h a 37°C. Los agonistas se
afiadieron en un volumen de 20 pl y la movilizacién de Ca?* se midié en tiempo real
por 2 min en un equipo Flexstation 3 (Molecular Devices). Los datos obtenidos

fueron analizados como se describe en detalle en van Rijn y cols. (2013).

5.5 Preparacion de sinaptosomas del neoestriado de la rata

Los animales (ratas Wistar macho, 250-300 g; 3-5 animales por experimento) fueron
decapitados y el cerebro fueron rapidamente removido del craneo para ser colocado
en una placa de metal sobre hielo. El neoestriado se disecé usando férceps y el
tejido se coloco en 5 ml de una solucién de sacarosa (0.32 M) conteniendo 10 mM
de Hepes, 1 mg/ml de albumina sérica bovina (BSA) y 1 mM de EDTA (pH 7.4 con
NaOH). El tejido se homogenizo con un vastago de tefléon (400 rpm), se centrifugo
(1000xg, 10 min, 4°C) y el sobrenadante fue colectado para ser centrifugado
(14,000xg, 12 min, 4°C). La pastilla se resuspendio en 5 ml de un solucion de 45%

de Percoll en solucion Krebs-Henseleit-Ringer (en mM: NaCl 140, Hepes 10, D-
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glucosa 5, KCI 4.7, EDTA 1, pH 7.4 con NaOH). Después de centrifugar (2 min,
14,000xg, 4°C), la porcion superior se colectd y se llevo a 20 ml con solucion Krebs-
Ringer-Hepes (KRH; en mM: NaCl 113, NaHCOs 25, Hepes 20, D-glucosa 15, KCI
4.7, CaCl2 1.8, MgCl2 1.2, KH2PO4 1.2, pH 7.4 con NaOH). La suspension se
centrifugd (20,000xg, 20 min, 4 °C) y la pastilla (sinaptosomas) fue resuspendida en

solucion KRH o la solucion correspondiente.

5.6 Ensayos de union de radioligando en membranas estriatales

Los sinaptosomas del neoestriado se resuspendieron en solucion de lisis
(Tris-HCI 10 mM, EGTA 1 mM, pH 7.4) y se incubaron por 20 min a 4°C antes de
centrifugar (20 min, 20,000xg, 4°C). La pastilla (membranas sinaptosomales) fue
resuspendida en 1 ml de solucion KRH a la cual se le afiadi6 desaminasa de
adenosina (2 U/ml) y se incubaron por 30 min a 37°C. Posteriormente, se afiadieron
20 ml de solucion KRH fria y se centrifugd (20 min, 20,000xg, 4°C). La pastilla
(membranas) se resuspendié en solucién de incubacion (Tris-HCI 50 mM, MgCl2 5
mM, pH 7.4).

Para el ensayo de union, alicuotas de las membranas sinaptosomales (~40 pg de
proteina en 40 pl de solucién) fueron incubadas con 10 pl de concentraciones
crecientes de CGS-21680 o RAMH (20x) y 50 pl de una concentracién fija de
[*H]-CGS-21680 (48 nM) o [?H]-NMHA (8 nM), respectivamente. Después de 1 h de
incubacién a 30°C ([*H]-NMHA) o 2 h a 25°C ([3H]-CGS-21680), la reaccion fue
detenida por filtracion rapida a través de papel Whatman GF/B tratado (2 h) con 0.3
% polietilenimina (PEI). Los filtros se lavaron 3 veces con 1 ml de solucién Tris-HCI
(50 mM, pH 7.4) a 4°C, se transfirieron a viales de plastico, se afiadieron 4 ml de

solucion de centelleo y el contenido de tritio se determind por centellometria.
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5.7 Ensayos de co-inmunoprecipitacion

Estos ensayos se realizaron tanto en sinaptosomas como en células HEK-293T.
Los sinaptosomas estriatales fueron obtenidos como se describio antes y se
re-suspendieron en 1 ml de solucién de lisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, Tritén
X-100 1%, SDS 0.05%, inhibidor de proteasas 1 ul/ml). Las células
HEK-293T fueron disgregadas en solucién RIPA. Para ambas preparaciones, la
proteina fue extraida por sonicacion (3 ciclos, 30 s, 8 kHz). Las muestras se
centrifugaron (20 min, 6,000xg) y se colectdé el sobrenadante que contiene el
extracto proteico, al cual se le realiz6é un pre-aclaramiento por incubacion (1 h, 4°C)
con 10 pl de perlas A/G Plus bajo agitacion rotatoria. Las perlas se precipitaron (2
min, 6000xg) y el sobrenadante fue empleado para el ensayo. La proteina fue
cuantificada por el método de BCA. Brevemente, concentraciones crecientes de
BSA (0.025 a 2 mg/ml, 8 concentraciones) fueron usadas como curva de referencia,
y a cada punto de la curva y a cada muestra (25 pl/muestra por duplicado) se le
afiadieron 200 ul de la mezcla del ensayo. La cantidad de proteina se determiné

por absorbancia a una longitud de onda de 260 nm.

Los extractos proteicos (500 pg de proteina de sinaptosomas estriatales o 200 ug
de proteina de las células HEK-293T) se incubaron con 2 ug de los anticuerpos
primarios (anti-A2aR Abcam, cat. 3461, anti-HA, Cell Signaling, cat. C29F4,
anti-HsR, Abcam, cat. ab84468, dilucion 1:100) junto con las perlas A/G Plus (Santa
Cruz Biotechnology, relacion 1:5 anticuerpo:perlas) por 16 h a 4°C bajo agitacion
rotatoria. Como control negativo se usaron anticuerpos contra la proteina CD-81
(Santa Cruz Biotechnology, cat. sc-70803) o el receptor a dopamina D2 (Santa Cruz
Biotechnology, cat. sc-5303) para los sinaptosomas estriatales o las células,
respectivamente. El complejo perla-anticuerpo se precipitd (2 min, 6000xg) y una
alicuota de 30 pl del sobrenadante se us6é como control de carga. En ambos
extractos proteicos, 30 ul de la proteina total se utilizaron como control de carga
(input).

El complejo se disocid por 60 min a 48°C en solucion de carga (10%
B-mercaptoetanol y 50% solucion Laemmli en H20) con agitacion en intervalos por
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1 h (900 rpm, 30 s/min), y se separ6 por electroforesis en un gel de
SDS-poliacrilamida al 10% (20 min a 80 V y 65 min a 120 V). La transferencia
semi-seca se realizdé a 15 V por 95 min. Las membranas se bloquearon con leche
libre de grasas al 5% diluida en solucion TBS-Twin 0.05% (16 h, 4°C). Después de
los lavados, la membrana fue incubada por 16 h a 4°C en 5 ml de solucién
TBS-Twin 0.05% conteniendo 5% de BSA y el anticuerpo de transferencia
(anti-A2aR, anti-HA o anti-HsR, dilucion 1:1000).

Posteriormente, las membranas se incubaron por 2 h a temperatura ambiente con
el anticuerpo secundario (anti-conejo conjugado a la peroxidasa de rabano,
Invitrogen, cat. 65-6120, dilucibn 1:5000 en leche sin grasa al 5% en
TBS-Twin 0.05%). Para los controles de carga, las membranas se incubaron por 1
h con anticuerpos contra B-tubulina (cat. 322600) o a-actina (cat. A5228; dilucion
1:5000 en TBST 0.05%). Después de lavar, las membranas se incubaron por 1 h
con el anticuerpo secundario (a-raton, Santa Cruz, sc-2005) diluido en TBST 0.05%.
Las imagenes de las membranas se obtuvieron por guimioluminiscencia en una

placa de rayos X (Kodak).

5.8 Ensayos de modelado, acople proteina-proteina y dinamica molecular

El modelo del receptor A2a humano (hA2aR) en conformacion activa se construyo
con el programa Modeller, utilizando como molde el cristal del hA2aR unido al
agonista CGS-21680 (PDB: 4UHR). Para seleccionar el mejor modelo homélogo del
receptor se empled el criterio de menor energia (kcal/mol), considerado como el

mas favorable termodindmicamente.

Para generar el modelo del HsR, la secuencia de amino acidos del receptor se
sometio al servidor I-tasser de donde se obtuvo el modelo del HsR, usando como
molde los cristales del receptor a rodopsina (PDB: 2ZIY), del A2aR (PDB: 3QAK),
del receptor muscarinico M3 (PDB: 4DAJ), del receptor a serotonina 5-HT1B (PDB:
41AQ), del receptor muscarinico M4 (PDB: 5DSG) y del receptor a canabinoides CB1
(PDB: 5TGZ).

22



Las estructuras de ambos receptores se refinaron usando el servidor Modrefiner (Xu
y Zhang, 2011) y dinamica molecular por 1 us. La calidad de las estructuras se
evalu6 mediante graficas de Ramachandran obtenidas del servidor MolProbity
(Cheny cols., 2010). Una vez confirmada la correcta estructura de los receptores,
éstos se sometieron al analisis de acople molecular (docking) proteina-proteina en
el servidor Cluspro bajo técnica ciega, obteniéndose 50 complejos. A partir de este
resultado se seleccioné la interaccion mas frecuente y se procedié a realizar el
docking dirigido a las regiones de cada receptor que interactuaron con mayor
frecuencia, utilizando el servido HADDOCK (van Zundert y cols., 2016), de donde
se obtuvieron 5 complejos, seleccionandose el mas favorable con base en el criterio
de la menor energia. EI complejo se embebid en una membrana lipidica de
fosfatidilcolina y se aplicO dindmica molecular por 1 ps. El estudio de las
interacciones entre los receptores se realizd6 sometiendo el complejo A2aR/H3R al
servidor Cocomaps (Vangone y cols., 2011) y por analisis manual. Los residuos con
distancia de interacciéon < 5 A se consideraron residuos interactuantes. La
visualizacion de la proteina se realizé con los programas Visual Molecular Dynamics

(Humphrey y cols., 1996) y Chimera (Pettersen y cols., 2004).

5.9 Ensayo de Complementacion Fluorescente Bimolecular (BiFC)

Cubreobjetos de vidrio de 15 mm? fueron colocados individualmente en cajas de 6
pozos para ser tratados con poli-L-lisina por 10 min. Sobre los cubreobjetos se
sembraron 1.5x10° células HEK-293T, las cuales se transfectaron con
Lipofectamina con plasmidos pcDNA3.1+ que contenian las secuencias codificantes
del A2aR unido a la mitad carboxilo de la proteina Venus (A2aR-Vc) o bien el H3R
unido a la mitad amino de la proteina Venus (HsR-Vn). Como controles positivo y
negativo se emplearon los receptores a dopamina D2 y D1, respectivamente, unidos
a Vn (D2R-Vn y D1R-Vn).

La transfeccion se realizé diluyendo 2 pl de Lipofectamina 2000 en 250 ul de medio
DMEM con alta glucosa. La mezcla se incubd por 5 min a temperatura ambiente

antes de afiadirla a 250 ul de DMEM conteniendo 500 ng de cada plasmido, para
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obtener un volumen final de 500 ul. La co-transfeccion se realizé incubando cada
plasmido en un vial diferente por 20 min. Las mezclas se combinaron para afadirse
a los cultivos. Después de 5 h de incubacion se retiré el medio de transfeccion y se
sustituy6 por medio DMEM suplementado con 10% de SFB y 1% de la solucién de

antibiético-antimicético.

La fluorescencia emitida por la complementacion de la proteina Venus fue analizada
por microscopia confocal. Los cubreobjetos con las células HEK-293T transfectadas
fueron removidos de la caja de 6 pozos para ser colocados en una camara para
microscopia confocal. La camara se sellé con cera y se llend con 200 ul de PBS
estérila 37°C. Una vez colocada la cAmara en el microscopio confocal, se determiné
la fluorescencia excitando a la proteina Venus a 470 nm y detectando su emision a
525 nm. Se analizaron tres cubreobjetos por transfeccion y se contaron 10 células
por cada cubreobjeto. La fluorescencia total y de fondo se cuantificaron con el
programa imageJ (Schindelin y cols., 2015). La fluorescencia integrada (FI) se

calculé usando la formula:
FI = DI — (AC x Pff)

Donde DI es la Densidad integrada, AC es el area celular y Pff es el promedio de la

fluorescencia de fondo.
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6. Resultados

6.1 Los receptores Aza y Hz experimentan complementacion funcional en células
HEK-293T

Como primer abordaje para explorar la potencial interaccion A2aR/H3R, utilizamos
ensayos de complementacion funcional. Se ha reportado que GPCRs truncados en
proximidad de la hélice 8 y unidos a una proteina G quimeérica (Gags 0 Gagi) por el
extremo C-terminal son incapaces de activar proteinas G; sin embargo, cuando se
encuentran en proximidad con un receptor nativo, este puede activar a las proteinas
G quiméricas unidas al receptor no funcional e inducir la activacion de la fosfolipasa
C, la formacién de 1,4,5-trifosfato de inositol (1,4,5-IP3) y la subsecuente
movilizacién de Ca?* desde depésitos intracelulares. Este efecto sugiere proximidad
fisica de ambos receptores y por lo tanto, dimerizacion (Han y cols., 2009; van Rijn
y cols., 2013; Figura 8A).

Para estos experimentos se generaron receptores no funcionales a los cuales se
trunco el extremo carboxilo terminal. El A2aR se trunco de 412 a 302 amino &cidos
(A2aRsz02) y el C-terminal del HsR de 445 amino &cidos se truncd para generar
receptores de 427, 421 o 411 residuos (HsRa427, H3Ra421, H3Ra411; Figura 8B). Cada
uno de los receptores truncos fue unido a proteinas G quiméricas, conformadas por
una proteina Gaq en la cual los residuos EYNLV del extremo C-terminal fueron
sustituidos por los amino acidos QYELL de la proteina Gass 0 ECGLF de la proteina

Guais, generando las proteinas Goagss Y Gagis (Figura 8C).
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Figura 8. Fundamentos del ensayo de complementacién funcional. A. Un receptor
trunco (cilindro) unido a una proteina G quimérica (Gogss 0 Goygia; hexagono) por su extremo
carboxilo terminal, es incapaz de inducir movilizacién de Ca?*. Cuando el receptor quimérico
Se co-expresa con un receptor nativo, la formacion de homémeros o heterémeros (cilindro
azul) permite observar la movilizacion de Ca?* al activar al receptor nativo, resultado
indicativo de la formacién de dimeros. B. Los receptores Hs y Aza fueron truncados en los
sitios indicados para generar receptores no funcionales. C. El extremo carboxilo de la
proteina Gog (EYNLV) fue remplazado por los extremos carboxilo de las proteinas Goss 0
Guous, generando las proteinas quiméricas Gogsa (QYELL) y Gogis (ECGFL).
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Reportes previos sugieren que la activacion del HsR expresado en células
CHOK-1 o en cultivos primarios de neuronas estriatales induce movilizaciéon de Ca?*
(Cogé y cols., 2001; Rivera-Ramirez y cols., 2016). Por otra parte, el A2aR puede
favorecer la entrada de Ca?* modulando canales de Ca?* dependientes de voltaje
(Kirk y Richardson, 1995; Gubitz y cols., 1996). En células HEK293T transfectadas
con el HsR la activacion del receptor por el agonista RAMH no indujo movilizacion
de Ca?*y este efecto sélo se observé cuando el HsR se co-transfecté con la proteina
quimérica Gagi4, demostrando la capacidad de receptor para sefializar mediante
esta proteina (Figura 9A). En contraste, la activacidon del A2aR nativo, expresado en
la misma linea celular, por el agonista CGS-21680 no indujo movilizacién de Ca?*y
este efecto tampoco se observd cuando se co-expreso al receptor con la proteina
Gags4, sugiriendo que el A2aR es incapaz de activar a las proteinas G quiméricas
(Figura 9B).

En congruencia con este resultado, la activacion de los receptores truncos
A2AR302-Gogsa Y A2aR302-Gagia No indujo movilizacion de Ca?*y su co-transfeccion
con el A2aR nativo no produjo complementacion funcional (Figura 9C). Para
corroborar que la proteina quimérica Gogssa funcionaba correctamente, se
transfectaron células HEK-293T con el receptor a histamina Hz (Hz2R) y la proteina
Gagss. La activacion del Hz2R por el agonista dimaprit resulté en una clara sefal de
Ca?*, confirmando la integridad y funcionamiento de la proteina Gogss y la

incapacidad del A2aR para activar a las proteinas quimeéricas (Figura 9D).

En la construccién HsR427-Gais, €l H3R fusionado con la proteina Gougisa fue truncado
de manera tal que indujera una baja movilizaciéon de Ca?* al ser transfectado de
manera  aislada, pero que dicha  sefializacion aumentara  al
co-expresarlo con el HsR nativo. Sin embargo, la transfeccion de células
HEK-293T con el H3R427-Gagia 0 con la combinacion H3sR427-Gagia + H3R resulté en
respuestas similares (Figura 9E). Para corregir la sefializacion observada con el
HsR427-Gagia S€ generaron dos versiones mas cortas del HsR, de 421 y 411 amino
acidos, que se fusionaron con la proteina Gayis (H3R421-Gagia Y HaR411-Gagia). Por si

solos los receptores HsR421-Gagia Y H3R411-Gagia No indujeron sefializacion al ser
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activados con el agonista RAMH y tampoco experimentaron complementacion

funcional al ser co-expresados con el HsR nativo, indicando que estas
construcciones no poseen la longitud necesaria para que la proteina Gogi4 Sea
activada por el receptor nativo (Figura 9F). Considerando estos resultados

negativos, los siguientes experimentos fueron realizados con el HzR427-Gaia.
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Figura 9. Evaluacion de la posible dimerizacion A.aR-HsR por ensayos de
complementacién funcional. A. La activacion del HzR con el agonista RAMH indujo la
movilizacién de Ca?* cuando se co-expres6 con la proteina quimérica Goygia, pero no cuando
se transfectd solo. B. La activacion del A;aR con el agonista CGS-21680 no indujo
movilizacién de Ca?*, ya sea expresado solo o al ser co-transfectado con la proteina
guimérica Gogss. C. No se observo complementacion funcional por homodimerizacion del
A2xR nativo con el receptor trunco AzaRso2 fusionado a Gogss (A2aR302-Gogsa) 0 @ Galgia
(A2aR302-Gagia). D. La activacion del receptor a histamina Hz, que se acopla a proteinas Gas,
no indujo movilizacion de Ca?* cuando se transfectdé solo, pero lo hizo cuando se
co-expreso con la proteina quimérica Gags, demostrando la funcionalidad de la proteina
quimérica. E. La activacion del receptor trunco HzR427 fusionado a Goygis (HzR427-Gogia) indujo
movilizacién de Ca?* por si solo, y la homodimerizacién con el HzR nativo no modificé dicha
respuesta. No se observé movilizacion en respuesta a la activacion del HsRa27-Gogss cuando
este se co-expresé con el HzR nativo. F. Las versiones truncas del HsR de 421 y 411
residuos fueron incapaces de movilizar Ca?*y no se observé complementacién funcional
por homodimerizacién. En todas las graficas los valores son los promedios + error estandar
(ESM) de 3 replicados de un experimento representativo. El andlisis cuantitativo se muestra
en la Tabla 2.

La transfeccién y activacion del HsR nativo con el A2aR302-Gagia produjo movilizacion
de Ca?", sugiriendo proximidad fisica entre los receptores y por lo tanto
heterodimerizacion. Congruente con el acople del HsR a proteinas Gaio, N0O se
observé respuesta cuando se co-expresO y se co-activdo al HsR con el
A2aR302-Gogsa (Figura 10A). En acuerdo con los resultados previos, no se observo
respuesta al activar al A22aR nativo co-expresado con el HsR427-Gagia 0 el
H3R427-Gaogsa (Figura 10B). Sin embargo, cuando el A2aR nativo fue co-expresado
con el H3R427-Gagis, NO se observé respuesta a la activacion del segundo receptor,
sugiriendo preferencia del HsR para formar heterodimeros y no homodimeros
(Figura 10C).
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Figura 10. Los receptores A.a y Hsz experimentan complementacion funcional en
células HEK-293T. A. La activacion del HsR nativo con el agonista RAMH indujo
movilizacion de Ca?" al ser co-transfectado con el AzaR3z0-Gaga, pero no con el
A2aR302-Gagsa. B. No se observé movilizacion de Ca?" cuando el AzxR nativo se
co-transfectd con las construcciones H3zR47-Gogsa 0 H3zR427-Gogis, confirmando la
incapacidad del AR para activar proteinas G quiméricas. C. La movilizacion de Ca?
inducida por la activacion del HsRa7-Gaga (Figura 2E) fue prevenida cuando dicha
construccion se co-expreso con el A2aR nativo, sugiriendo preferencia del HzR427-Goyis para
formar heterodimeros. D. Ensayo de complementacion funcional que muestra que la
co-activacion del HsR nativo con concentraciones crecientes de RAMH, y del A2aRz02-Gagia
con una concentracion Unica de CGS-21680 no modifico la respuesta observada
previamente (comparar con la Figura 3A). E. La co-activacion del HzRa27-Gogia y del AzaR
nativo no recupero la respuesta de Ca?* observada cuando el HsR427-Gagis S€ transfectd
solo. F. El heterodimero del A2aR con el receptor a dopamina D» (D2R) fue utilizado como
control positivo para estos experimentos. La activaciéon del DR con concentraciones
crecientes del agonista quinpirole indujo movilizacién de Ca?* sélo cuando el receptor se co-
expreso con la construccion quimeérica A2aRso2-Gogis. En todas las graficas los valores son
promedios + ESM de 3 replicados en un experimento representativo. El analisis cuantitativo
se presenta en la Tabla 2.

Para estudiar con mayor detalle la posible pérdida de sefalizacion del HsR al
co-expresarse con el A2aR, se co-transfectaron los receptores A2aR302-Gowgia Y H3R,
y se co-activaron usando una concentracion fija de CGS-21680 (1 uM), agonista del
A2aR, y concentraciones crecientes de RAMH, agonista del HsR, sin advertir
cambios significativos en la respuesta (Figura 10D; Tabla 2). De manera similar, al
co-activar a los receptores HsR427-Gagia Y A2aR, utilizando una concentracion de 1
uM de RAMH, tampoco se observaron cambios en la movilizacion de Ca?* (Figura
10E, Tabla 2).

El A2aR puede formar heterodimeros con el D2R (Ferré y cols., 1997), y esta
interaccion fue por lo tanto utilizada como control positivo. En células
co-transfectadas con el D2R y el A2aRs02-Gayis, la activacion del D2R con quinpirole
indujo movilizacién de Ca?*, la cual no fue observada cuando se activd al D2R
transfectado aisladamente (Figura 10F). Estos datos confirman que la movilizacion
de Ca?* inducida por el complejo HaR/A2aR302-Gagis se debe a complementacion
funcional y por lo tanto heterodimerizacion, descartando que pueda ser resultado de

colisiones aleatorias.
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Para demostrar la selectividad de la interaccion HsR/A2aR, usamos como control
negativo al receptor a histamina Ha (H4R), el cual tiene similitud en los segmentos
transmembranales de 65% con el HsR y comparte su via de sefalizacion. Al
co-expresar al HaR con el A2aRs02-Goyis, la activacion del primero con histamina o
RAMH no generé movilizacion de Ca?*, apoyando la especificidad de la interaccion
HsR/A2aR y sugiriendo que el H4R no puedo formar heterodimeros con el A2aR
(Figura 11A). Para descartar que este resultado fuese resultado de una deficiente
funcionalidad del H4R, se evalud la co-transfeccion de este ultimo con la proteina
Gagis. En esta condicion, la activacion del H4R con histamina o RAMH indujo
movilizacién de Ca?*, corroborando la funcionalidad del HsR y sustentando su
utilidad como control negativo (Figura 11B, Tabla 2). De manera interesante, aunque
la activacion del HsR con histamina indujo movilizaciéon de Ca?* cuando el receptor
se co-expreso con la proteina Gagis (Figura 11C), la activacion con histamina del
HsR co-expresado con A2aRs302-Gogia no produjo respuesta (Figura 11D). Este
resultado sugiere que la interaccion A2aR/HsR depende del agonista del HsR

utilizado.

6.2 La co-activacion del dimero A2aR/H3R aumenta la sefializaciéon del A2aR

Los resultados antes descritos sugieren fuertemente que los receptores Aza y Hs
pueden formar un heterodimero en las células HEK-293T. Sin embargo, cambios en
la sefalizacion individual de los receptores después de la formacion del
heterodimero no fueron evidentes en el ensayo de complementacion funcional. Para
estudiar estos cambios, usamos ensayos de formacién de AMPc en células
HEK293T transfectadas con los receptores 3xHA-A2aR y 3xHA-H3R. La activacion
del receptor 3xHA-A22R transfectado individualmente indujo un aumento en la
formacion de AMPc concordante con su acople a proteinas Gas (Figura 12A; Tabla
3). Cuando se co-transfectd al 3xHA-HsR con el 3xHA-A2aR y se co-activaron los
receptores usando 100 nM de RAMH (3xHA-H3R) y concentraciones crecientes de
CGS-26180 (3xHA-A2aR), la eficacia del 3xHA-A2aR aumentd de 153 + 7% a 248 +

9% de la formacion basal de AMPc (P<0.01), mientras no se observo un cambio
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significativo en el valor de la pECso, indicativa de la potencia del agonista (Figura
12B y Tabla 3).
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Figura 11. Dependencia del ligando de la formacién del heterodimero AzaR-HzR
analizado por ensayos de complementacion funcional. A. El receptor a histamina Ha
(H4R) fue utilizado como control negativo. No se observé complementacion funcional entre
el A2aRz02-Gagia Y €l HaR en presencia de histamina o RAMH, mostrando la especificidad de
la interaccion A2aR-HsR. B. La activacion del HsR con histamina indujo movilizacién de Ca?*
s6lo cuando fue co-expresado con la proteina quimérica Gagia, mostrando que el resultado
previo no se debe a incapacidad del H4sR para activar a dichas proteina.
C. De manera similar a lo observado con el H4R, la activacion del HsR con histamina indujo
movilizacién de Ca?* cuando se co-expresé con la proteina Gogis. D. La activacién del H3R
con histamina no mostré6 complementacion funcional cuando se co-expreso6 con el A2aRzo2-
Goygis- EN todas las graficas los valores son los promedios + ESM de 3 replicados en un
experimento representativo. El andlisis cuantitativo se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas farmacoldgicas de los ensayos de complementacion

funcional entre los receptores A22R-HsR en células HEK-293T.
Transfeccién Agonista Emax (%) PECso
HsR + Gowia RAMH 419 + 25 7.73+0.31
Histamina 504 + 22° 6.19+0.17°
HsR427-Gagia RAMH 753 +41 7.14 +0.21
H3R427-Gogia + H3R RAMH 523 +41P 7.38+0.34
A2aR302-Gogia + H3R RAMH 449 + 25 7.31+0.23
RAMH + CGS 429 + 14" 7.63 +0.15
H4R + Gogis Histamina 725 +51 6.35+0.25
RAMH 551 + 272 6.15 + 0.16
H2R + Gowgsa Dimaprit 860 + 37 6.15+0.12
A2aR302-Gogia + D2R Quinpirole 612+ 34 6.47 £ 0.22

Los valores son el promedio £ ESM de 3 experimentos. La comparacion estadistica se
realizé entre los dos agonistas para la misma transfeccion, o entre la transfeccién sola del
receptor quimérico con la transfeccion del receptor quimérico y el receptor nativo. ns, sin
diferencia significativa, 2P < 0.05; °P < 0.01, prueba t de Student. La concentracién de los
agonistas RAMH (HzR) y CGS-21680 (A2aR) fue 100 nM. RAMH, R-a-metil-histamina; CGS,
CGS-21680.
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El HsR se acopla a proteinas Gaino Yy por lo tanto inhibe la formacion de AMPc. Para
estudiar la funcionalidad de este receptor y los cambios en su sefializacion inducidos
por la heterodimerizacion con el A2aR, se transfectaron células
HEK-293T con el 3xHA-H3R y la formacion de AMPc se estimul6 con forskolina (30
uM). La activacion del HsR con concentraciones crecientes del agonista RAMH
inhibié la formacién de AMPc inducida por forskolina con un efecto maximo (Imax)
de -26 + 2% y una plCso de 8.1 + 0.3. La co-transfeccidn y co-activacion del A2aR
con el agonista CGS-21680 previno la sefalizacion del HsR (Figura 12B). Estos
resultados sugieren que en el heterodimero A2aR/HsR, la sefializacion del A2aR

aumenta, pero que el HsR pierde la capacidad para activar proteinas G.
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Figura 12. Efecto de la co-expresion y co-activacion de los receptores A2aR y HsR en la
formacion de AMPc. A. La formacion de AMPc inducida por la activacion del A2aR con el
agonista CGS-21680 aumentd cuando se co-expreso y co-activo al HsR. No se observaron
cambios en la potencia o eficacia del CGS-21680. B. La co-expresion vy
co-activacion del A2aR previno la inhibicion de la formacién de AMPc inducida por la
activacion del HsR, sugiriendo la prevalencia del A;aR en la sefializacion después de la
formacion del heterodimero. Los valores son promedios + ESM de 5 replicados en
experimentos representativos. Los valores de plCso y efecto méximo (Emax) o efecto
minimo (Imax) se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Caracteristicas farmacolégicas de los ensayos de formacion de AMPc en
células HEK-293T.

Transfeccion Agonista PECso Emax (%) plCso Imax (%)
A2aR CGS 8.0+x04 152+ 7 - -

A2aR + H3R CGS 8.7+0.5 153 +7 - -

A2aR + HsR CGS+RAMH 8.0+0.2 248+ 9P - -

HsR RAMH - - 8.1+0.3 -26 £ 2
HsR + A2aR RAMH 1061 114+ 3 - -

HsR + A2aR RAMH+CGS 9.9+ 0.6 120+ 2 - -

Los datos son los promedios + ESM de 3-5 experimentos. La comparacién se realizé entre
la transfeccion aislada de un receptor con la co-transfeccibn de los receptores.
3P < 0.05; P < 0.01; prueba t de Student. La concentracion de RAMH y CGS-21680 fue 100
nM. RAMH, R-o-metil-histamina; CGS, CGS-21680.

6.3 Co-inmunoprecipitacion de los receptores Aza 'y 3xHA-H3

Para confirmar la interaccion fisica entre estos receptores, se realizaron ensayos de
co-inmunoprecipitacion (Co-IP) en extractos de proteina obtenidos de células
HEK-293T transfectadas con el A2aR nativo y el 3xHA-H3R (marcado con la bandera
de hemaglutinina). Se uso6 al HA3x-H3R para evitar la inespecificidad del anticuerpo
que detecta al H3R, utilizando alternativamente un anticuerpo especifico contra la
bandera 3xHA. Cuando se inmunoprecipité al 3xHA-Hs3R y se detectd al A2aR, se
observo una banda de ~45 KDa solamente en el extracto proteico y en la
inmunoprecipitacion del 3xHA-HsR. La banda no fue detectada cuando se co-
inmunoprecipitdé al D2R el cual fue utilizado como control negativo. La migracion

relativa de las bandas corresponde a la esperada para el A2aR (Figura 13A)
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De manera similar, cuando se co-inmunoprecipitd al A2aR de los mismos extractos
proteicos, se detecté una banda de ~45 KDa correspondiente a la migracion
esperada para el 3xHA-HsR en la proteina total y en la co-inmunoprecipitacion,
misma que no fue detectada cuando se co-inmunoprecipité al D2R (Figura 13B).
Estos resultados complementan la evidencia mostrada previamente indicando que
después de su expresion en las células HEK-293T los receptores Aza y Hs se

encuentran en proximidad fisica suficiente para formar un heterodimero.
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Figura 13. Co-inmunoprecipitacion del A.aR y el HsR en extractos proteicos de células
HEK-293T. A. Co-inmunoprecipitacion del HsR marcado con una triple bandera de
hemaglutinina (3xHA-H3R) con el A;aR. Se observa una banda de ~45 kDa correspondiente
a la migracion esperada para el HsR. B. Un resultado similar se observé cuando el 3xHA-
HsR fue inmunoprecipitado y la inmunodeteccion se dirigio al A.aR. En ambos experimentos
30% de la proteina total fue utilizada como control (Prot). Como control negativo se usé un
anticuerpo contra el receptor a dopamina D, (D2R). Las imagenes son de un experimento
representativo de 3 realizados con resultados similares.
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6.4 Complementacion Bimolecular Fluorescente (BiFC)

Para confirmar la existencia y especificidad de la interacciéon A2aR-HsR se uso la
técnica de BiFC (Complementacion Bimolecular Fluorescente). Esta técnica se basa
en la complementacion de las mitades amino y carboxilo no fluorescentes de la
proteina Venus. Cuando estas mitades se encuentran proximas (distancia <10 A),
se unen y regeneran a la proteina Venus que emite fluorescencia (Figura 14). Las
mitades amino o carboxilo de la proteina Venus (Vn y Vc, respectivamente) se
fusionaron por medio de un conector peptidico a los receptores Aza y Hs nativos
como se explica en la seccién de Métodos, y los receptores se expresaron
conjuntamente en células HEK-293T. Como control positivo se uso al D2R unido a

Vn, y como control negativo al DiR unido también a Vn.

A B

(

Conector
11 aa

Venus

Figura 14. Principio funcional de los experimentos de complementacién bimolecular
fluorescente (BiFC). A. Los receptores Hsz y Axa fueron unidos por un conector a las
mitades amino (Vn) y carboxilo (Vc) de la proteina Venus, respectivamente. B. Cuando
estos receptores se encuentran en cercania suficiente para formar un heterodimero, la
proteina Venus se re-constituye y emite fluorescencia, indicativa de la heterodimerizacion.
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Cuando se expreso al A2aR-Vc con el H3R-Vc en células HEK-293T se observé
complementacion de la proteina Venus (Vc + Vn), localizada en la membrana celular
(Figura 15A, panel superior). El nivel de fluorescencia fue similar al observado con
la formacion del heterodimero A2aR-D2R, empleado como control positivo (Figura
15A, panel intermedio), y fue mayor al control negativo A2aR-D1R (Figura 15A, panel

inferior), mostrando la especificidad de la interaccion A2aR-HsR (Figura 15B).
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Figura 15. Complementacion bimolecular fluorescente entre los receptores AR y
HsR. A. Microfotografia confocal de células HEK-293T representativa que muestra la
fluorescencia resultante (verde) de la complementacién de la proteina Venus del
heterodimero A2aR-HsR (panel superior). El heterodimero A2aR-D2R (panel intermedio) se
utilizé6 como control positivo. ElI DiR no dimeriza con el A2aR y se utilizé por lo tanto como
control negativo. B. Andlisis cuantitativo de los experimento de BiFC. La fluorescencia se
determiné como unidades arbitrarias (AUF) y los valores son el promedio + ESM de 10
células por transfeccion. El andlisis estadistico se realizé con Anova de una via y la prueba
de Dunnette. *P<0.05, n.s., no significativo.
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6.5 La activacion del HsR disminuye la afinidad del A2aR por un agonista selectivo

en membranas de sinaptosomas estriatales

Cbémo se menciond en la Introduccion, en el neoestriado los receptores Az2a 'y Hs se
co-expresan en las proyecciones cortico-estriatales que inervan a las NEMs de la
via directa, asi como en los cuerpos celulares y las terminales sinapticas de las
NEMs de la via indirecta. Para explorar la existencia in vivo de un heterodimero de
estos dos receptores, se utilizaron membranas de sinaptosomas estriatales en las
que se evalué la unién de radioligandos selectivos para el HaR ([*H]-NAMH) o el

A2aR ([H]-CGS-21680) y su desplazamiento por agonistas selectivos.

Como primer abordaje, se analizaron posibles cambios en la afinidad del HsR por el
agonista RAMH inducidos por co-activacion del A2aR. Dos concentraciones del
CGS-21680, agonista del A2aR (10 y 100 nM), no modificaron la afinidad del HsR
por RAMH (Figura 16A y Tabla 4). Sin embargo, la activacién del HsR por RAMH
(100 nM) disminuyo la afinidad del A2aR por CGS-21680 (pECs0 8.10 £ 0.04y 7.70
+ 0.04, respectivamente, P < 0.001, prueba t de Student pareada), sugiriendo una
interaccion directa entre los receptores (Figura 16B y 16C). De manera interesante,
el cambio en la afinidad del A2aR por CGS-21680 no fue observado cuando se
emplearon membranas totales del neoestriado (Figura 16D). Estos resultados no
s6lo apoyan la existencia de un heterodimero A2aR/H3R in vivo sino que también
sugieren que el heterodimero esta presente en las terminales nerviosas estriatales

y no en el cuerpo celular de las NEMs.
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Figura 16. La activacion del HsR disminuye la afinidad del A;aR por el agonista
CGS-21680 en membranas sinaptosomales, pero no en membranas totales del
neoestriado de la rata. A. Dos concentraciones de CGS-21680 (10 y 100 nM) no
modificaron la afinidad del HzR por el agonista RAMH en membranas de sinaptosomas
estriatales. B. En la misma preparacion, la activacion por RAMH (100 nM) del HsR
disminuyé la afinidad del A2aR por el agonista CGS-21680. Los valores son promedios *
ESM de 3 replicados en un experimento representativo. C. Analisis de 3 experimentos
independientes. El andlisis estadistico fue realizado con prueba t de Student pareada.
D. La activacion del HsR por RAMH no disminuyé la afinidad del AR por
CGS-21680 en membranas totales del neoestriado. E. La histamina (1 pM), ligando
endogeno del HzR, aumentd la afinidad del A;aR por su agonista CGS-21680. Analisis de 4
experimentos independientes (prueba t de Student pareada). Los valores del -Logio de la
constante de inhibicién (Ki) se muestran en la Tabla 4.

Los ensayos de complementacion funcional sugirieron que la activacién del HsR con
RAMH promueve la formacion del heterodimero A2aR/HsR, mientras que la
activacion con histamina parece modular la interaccion de forma distinta. Para
explorar si el posible agonismo sesgado era observado también en tejido del
neoestriado, se realizaron ensayos de inhibicion homodloga de la union de
[*H]-CGS-21680, activando al receptor HsR con el agonista enddégeno histamina
(1 uM). Bajo estas condiciones la afinidad del A2aR aumentd de manera significativa
y consistente (pKi, control 7.77 + 0.13; + histamina: 8.15 + 0.11, P = 0.004, prueba
t de Student pareada), efecto opuesto al observado con la RAMH (Figura 16E y
16F). Este resultado sugiere que la RAMH y la histamina estabilizan al HsR en
estados conformacionales distintos, lo cual repercute directamente la interface de
interaccion con el A2aR.
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Tabla 4. Efecto de la activacion de los receptores Aza 0 H3R en la afinidad del

segundo receptor por un agonista selectivo en membranas estriatales.

pKi Bmax (%)
[3H]-NAMH
Sinaptosomas
RAMH 9.09 + 0.22 100.0+0.3
RAMH + CGS 10 nM 8.99 + 0.02" 110.0 £ 4.0™
RAMH + CGS 100 nM 9.08 + 0.06" 103.0 £ 4.1™
[3H]CGS-21680
Estriado total
CGS 8.06 + 0.15 100.0 + 14
CGS + RAMH 8.11 + 0.04" 88.0 + 6.0"
Sinaptosomas
CGS 8.10 £ 0.04 100.0+9.0
CGS + RAMH 7.70 £ 0.042 88.1 + 10.0™

Los datos se expresan como pKi (-Logio de la constante de inhibicién, Ki) y son los
promedios + ESM de 3-5 experimentos. Para la union de [*H]-NAMH el andlisis estadistico
se realizd6 con Anova de una via y la prueba de Dunnett. Para la uniéon de
[*H]-CGS-21680, los valores en presencia de RAMH se compararon con el control
correspondiente con la prueba t de Student. 2P < 0.001, ns, sin diferencia significativa. CGS,
CGS-21680. La RAMH (R-a-metil-histamina) se empled en una concentracién de 100 nM
en todos los experimentos.

6.6 Co-inmunoprecipitacion del HsR y el A2aR en extractos proteicos de

sinaptosomas del neoestriado de la rata

Los ensayos de union de radioligando sugerian de manera consistente una

interaccién a nivel de la membrana celular entre el A2aR y el H3R; sin embargo, no
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demuestran que la interaccidén ocurra realmente. Para evaluar con mas detalle la
existencia del heterodimero in vivo, se realizaron ensayos de
co-inmunoprecipitacion en extractos proteicos de sinaptosomas estriatales. En esta
preparacion, el HsR co-inmunoprecipitd con el A2aR, observado como una banda de
~45 KDa. Esta banda no se observo en el control negativo, o cuando las perlas
fueron usadas individualmente (Figura 17). Estos resultados apoyan la existencia

de la interaccion en las terminales nerviosas del neoestriado de la rata.

A

C[-H:}R (I-AQAR a-CD81 C('AQAR CI'H3R a-CD81

445 kDa » ; -
IB: a-H;R IB: a-AsnR

450 kDa | -
IB: a-p-tubulina IB: a-p-tubulina

Figura 17. Co-inmunoprecipitacion de los receptores Aza ¥ Hs en extractos proteicos
sinaptosomas estriatales. A. El HsR co-inmunoprecipité con el A2aR en los extractos
proteicos de sinaptosomas estriatales. La banda de ~45 kDa corresponde a la migracion
esperada del Hs;R. No se observd la banda se observ6 en el control negativo
(a-CD81). B. Co-inmunoprecipitacion del A2aR con el HsR. Se observa una banda de ~45
kDa correspondiente a la migracion esperada del A;xR. La figura muestra imagenes de un
experimento representativo repetido 4 veces mas con resultados similares. Un anticuerpo
contra B-tubulina Il fue utilizado como control de carga en ambos ensayos.

6.7 Estudio de la interface de interaccion del heterodimero A2aR/H3R

Un aspecto importante del descubrimiento de las interacciones proteina-proteina es
Su uso potencial como blancos terapéuticos. En esta area la cristalografia asi como
los modelos por homologia generados a partir de los datos cristalograficos son
herramientas muy valiosas para el disefio de farmacos y la evaluacion in silico de
los mismos. Por lo tanto, se decidi6 evaluar la interface de interaccion entre el A2aR
y el H3R. Para ello se generd un modelo por homologia de ambos receptores
(Figuras 18A y 18B) seguido de acople (docking) proteina-proteina (Figura 18C).
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Figura 18. Modelado por homologia de los receptores a adenosina Aza y a histamina
Hs. A. Modelo del receptor a adenosina Aza. El carboxilo terminal no fue considerado en el
modelo por motivos de termodinamica. B. Modelo completo del receptor a histamina Hs.
C. Modelo de la interaccién A2aR/H3R obtenido por ensayos de acople molecular entre los
modelos Ay B.

A partir de las simulaciones, se observo que los segmentos transmembranales TM2,
TM3y TM4, asi como la segunda asa extracelular e intracelular del A2aR, forman la
interface de interaccion con los segmentos TM6 y TM7/hélice 8 y la tercera asa
intracelular del HsR (Figura 19A).

En un primer analisis, utilizando un umbral de corte de 8 Amstrongs (A) de distancia
entre residuos intermoleculares, se identificaron 104 amino acidos del A2aR y 109
del HsR que participan en la interface A2aR/H3R, residiendo la mayoria de los
contactos en los residuos 1-250 del A2aR, mientras que en el HsR los residuos de
contacto se distribuyen en tres regiones: residuos 1-50, residuos
200-250, y residuos 325-425 (Figura 19B), con interacciones hidrofébicas

prevaleciendo en estas interacciones (Figura 20).
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Figura 19. Mapas de contacto entre el TM4 del A2aR y el TM7 del HzR. A. Interface de
interaccion entre los receptores Aza (azul) y Hs (gris). La superficie de contacto se establece
entre las regiones transmembranales 1-4 del AR y 1, 6 y 7 del HsR.
B. Residuos que conforman la interface A;aR-H3R con una distancia de 16 A (azul), 13 A
(verde), 10 A (amarillo) y 7 A (naranja). La secuencia del A2aR se muestra en el eje Y. En
lineas rojas se indican los residuos correspondientes a los segmentos transmembranales 2
a 5. En el eje de las X se muestra la secuencia de amino acidos del HsR. En lineas verdes
se delimitan las regiones transmembranales 1, 4, 5, 6 y 7. Se puede observar una zona de
contacto entre los segmentos TM6y 7 del HsR y TM2, 3y 4 del AzaR.
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Figura 20. Mapa de interacciones quimicas en la interface A2aR-H3R. Las interacciones
hidrofébicas se indican en verde, las hidrofilicas en magenta y las hidrofébicas-hidrofilicas
en amarillo. Las interacciones hidrofobicas prevalecen en los dominios que participan en la
interaccion.
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Para mejorar la evaluacion y generar un modelo que reproduzca el entorno
fisioloégico en que se encuentran los receptores, se realizd dinamica molecular del
resultado de acople (docking). Para ello se embebié al complejo A2aR/HsR en una
membrana lipidica y se realiz6 la simulacion por 1 us (Figura 21A). El resultado de
esta interaccion se analiz6 manteniendo el punto de corte en 5 A, encontrandose 22
residuos del A2aR y 25 residuos del HsR en proximidad suficiente para formar
interacciones intermoleculares para conformar la interface de interaccion A2aR/HsR
(Figura 21B y Tabla 5).

Figura 21. Modelo de la interaccion A.aR/HsR en una bicapa lipidica. A. Distribucion
membranal de los receptores Aza (azul) y Hs (gris). Nétese la distribucion intracelular de la
tercera asa intracelular del HsR. B. Residuos de interaccion entre el A2aR (rojo) y HsR
(amarillo). Los residuos participantes en la interaccion se identificaron estableciendo un
espacio menor a 5 A como distancia de interaccion. Las interacciones se presentan en la
Tabla 4.
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Tabla 5. Amino acidos presentes en la interface de interaccién entre los

receptores Aza y Hs.

A2aR Posicion A2aR HsR Posicion HsR

Leu 137 T™M4 Leu 368 TM6
Phe 79 T™M3 Ala 402 TM7
Ala 77 T™M3 Thr 395 AE3
His 75 AE1l Leu 376 TM6
His 75 AE1l Leu 376 TM6
Phe 79 AE1l Leu 399 TM7
Phe 133 TM4 Leu 368 TM6
Phe 83 T™M3 lle 365 TM6
Leu 58 T™M2 Leu 410 TM7
Leu 58 T™M2 Val 409 T™M7
Ala 54 T™M2 Leu 413 TM7
Ala 50 T™M2 Thr 423 CT
Lys 122 TM4 His 416 T™M7
Tyr 43 T™M2 Arg 420 CT
Val 57 T™M2 Val 409 TM7
Ala 50 T™M2 Leu 413 T™M7
Met 140 TM4 Pro 372 TM6
Gly 123 TM4 | Lys 357 Al3
Lys 122 TM4 Arg 353 Al3
Thr 119 T™4 Ser 350 Al3
Lys 122 TM4 Leu 232 Al3
Ala 121 TM4 Arg 236 Al3
Arg 120 T™M4 | Arg 236 Al3
Arg 120 TM4 Ala 239 Al3
Arg 120 TM4 Arg 346 Al3
Arg 111 Al2 Ala 239 Al3
Arg 111 Al2 Pro 241 Al3
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Val 46 T™M2 Arg 419 CT
Val 46 T™M2 Thr 423 CT
Trp 129 T™M4 Val 361 TM6
Trp 129 ™4 Cys 414 T™M7
Ala 126 ™4 Lys 357 Al3

TM, segmento transmembranal; Al, asa intracelular, AE, asa extracelular, CT, carboxilo

terminal.
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7. Discusion

El receptor a histamina Hs ha sido propuesto como un potencial blanco terapéutico
para el tratamiento de alteraciones neuroldgicas y psiquiatricas como la adiccién, la
depresion, la esquizofrenia y la enfermedad de Parkinson (Nieto-Alamilla y cols.,
2016). Sin embargo, su amplia expresion en el cerebro y los efectos que tiene en
otros sistemas de neurotransmisores podrian resultar en efectos adversos cuando
los farmacos selectivos del HsR se administran de manera sistémica. El A2aR
también ha sido propuesto como una opcion para el tratamiento de la enfermedad
de Parkinson y posee una distribucién estratégica en el neoestriado para modular
selectivamente las proyecciones glutamatérgicas originadas en la corteza cerebral
y que inervan a las neuronas espinosas medianas estriatales de la via directa
(DNEMs) asi como la excitabilidad de las neuronas espinosas medianas que
originan la via indirecta (iINEMs; Orru y cols., 2011). Los resultados de esta tesis
permiten proponer una alterativa para dirigir farmacos especificamente a los HsRs
localizados en las INEMs de la via indirecta o en las aferentes corticales que
establecen sinapsis con las dNEMs al dirigirlos al heterodimero A2aR/HsR.

7.1 Interaccion A2aR/H3R

El hallazgo principal de este estudio fue la identificacion, por primera vez, de un
heterdmero A2aR/HsR, no solo en un sistema de expresion heterdloga sino también
en un sistema nativo, las terminales nerviosas del neoestriado de rata, conformadas
primariamente por terminales sinapticas de las aferentes

cortico-estriatales y de las colaterales de las NEMs.

La base del ensayo de complementacion funcional requiere que un receptor carezca
de funcionalidad y esta condicion se obtuvo truncando el carboxilo terminal (CT). El
corte del CT del H3R para generar receptores de 411 o0 421 amino 4cidos en vez de
los 445 residuos del receptor original, fue suficiente para prevenir la activacion por
el HsR de la proteina quimérica Gagis. Sin embargo, la sefalizacion del HsR411 y
HsR421 no se pudo rescatar por co-transfeccion del receptor nativo, indicando que el
CT remanente podria ser muy corto para establecer la interaccion con el HsR nativo.
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No obstante, la reduccion de 445 a 427 amino acidos permitio que el HsRa27
conservara su funcionalidad sin advertirse cambios significativos en la eficacia o en

la potencia comparado con el HsR completo (Tabla 2).

Una posibilidad seria que un HsR trunco entre los amino acidos 421 y 427 fuese lo
suficientemente corto para abolir la sefializacion homo/monomeérica, pero a la vez
no lo suficientemente largo para complementar funcionalmente a un receptor nativo.
El requerimiento de conservacion de la hélice 8 ha sido demostrado para los
receptores a dopamina D1y a opioides k y u (van Rijn y cols., 2013). La tercera asa
intracelular del HsR es importante para el acople del receptor con las proteinas Gaio,
indicado por la disminucion de la sefializacion de la isoforma H3R3ss, con 80 amino
acidos menos en dicha asa (Riddy y cols., 2016), y la reduccién de la sefalizacién
del H3R de 445 amino acidos inducida por mutacién A280V, localizada en la misma

asa (Flores-Clemente y cols., 2013).

La movilizacién de Ca?* de depdsitos intracelulares se detecté cuando el HsR se
expuso al agonista RAMH en células HEK-293T transfectadas con el H3R427-Gayis
(Figura 1E). Aunque este resultado parecia indeseado, apoya la formacion del
heterodimero A2aR/H3R ya que no se observé funcionalidad del HaR427-Gayia al ser
co-transfectado con el A2aR, sugiriendo una preferencia del HsR por formar

heterodimeros y no homodimeros.

Un aspecto importante en la descripcion de nuevos heterodimeros radica en la
identificacibn de cambios en los perfiles de sefalizacion de los receptores
involucrados en la interaccién. Al respecto, la eficacia de la sefializacion inducida
por activacion del A2aR por el agonista CGS-21680 aumenté sélo cuando se
co-transfecto y co-activé al HsR. Este efecto podria ser explicado por un efecto
facilitador del HsR en el acople del A2aR a las proteinas Gas endogenas, lo que
conduciria a una mayor eficacia del receptor para activar a dichas proteinas y por lo
tanto a un aumento en la produccién de AMPc. Dado el CGS-21680 indujo efectos

similares en las células transfectadas solamente con el A2aR y en las que
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expresaron a ambos receptores (A2aR y HsR), los niveles de expresién de los

receptores no parecen ser responsable de los efectos observados.

Canonicamente el H3R se acopla a proteinas Gaio que inhiben la actividad de las
ciclasas de adenilato y en acuerdo con esta funcién, la activacion del HsR con RAMH
disminuy6 la formacion de AMPc inducida por forskolina. De manera similar a lo
observado en los ensayos de movilizacion de Ca?*, la expresion del A2aR modifico
la respuesta del HsR de inhibicion a estimulacion de la formacion de AMPc. En los
ensayos de movilizaciéon de Ca?* no se detectd sefializacion del HsR mediada por
proteinas Gaogss unidas al A2aR trunco, por lo que no se considera un cambio en la
via de sefializacién del HsR como explicacion para este efecto. Alternativamente, se
propone que en el heteromero A2aR/H3R la sefializacion del A2aR prevalece sobre
la del H3R, y que la sefalizacion del HsR se ve prevenida, probablemente por un
impedimento estérico. Esta posibilidad se ve apoyada por la pérdida de la

sefializacion de Ca?* cuando el HsR-Gaygis S€ co-expresé con el Az2aR.

Un resultado inesperado, pero interesante, fue el presumible agonismo sesgado del
heterodimero A2aR/H3R, evidenciado por la incapacidad del ligando endégeno del
HsR, histamina, para inducir una sefial de Ca?*, contrastante con efecto observado
con el agonista sintético RAMH. Esta discrepancia sugiere que la RAMH induce
cambios conformacionales en el HsR que permiten que la interaccion con el A2aR
ocurra, mientras que los cambios conformacionales inducidos por la histamina
parecen no ser suficientes para la heterodimerizacion, o al menos para que el
heterbmero sefialice. La incapacidad de la histamina para inducir la activacion de
proteinas quiméricas quedo claramente descartada debido a que la activaciéon del

HsR co-expresado con la proteina Gagis indujo una clara sefial de Ca?*.

El presumible agonismo sesgado también podria ser explicado por el tiempo de
residencia del agonista, entendido como el tiempo que un farmaco en particular se
mantiene en su sitio de unién, y que determina directamente el tiempo que un
receptor permanece en la conformacion activa. Asi, el estado activo inducido por la

histamina podria tener una duracion menor comparado con el causado por RAMH,
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previniendo al primero de inducir la activacion de proteinas G quiméricas unidas al
A2aR302. Los estudios de union de radioligando realizados con membranas
estriatales usando histamina muestran que la primera hipotesis parece ser la mas
adecuada, ya que la histamina induce un aumento en la afinidad del A2aR por el
agonista CGS-21680, opuesto a la disminucién en la afinidad inducida por RAMH
en la misma preparacion. Este resultado sugiere que la histamina y RAMH inducen
y estabilizan estados conformacionales del HsR distintos que afectan la interaccion

con el A2aR.
7.2 Localizacion sinaptica de la interaccion A2aR/HsR

Un reporte previo indica que el A2aR se distribuye con densidades similares en
membranas totales del estriado y en membranas aisladas de sinaptosomas
estriatales y con una localizacion preferencial en la densidad post-sinaptica en
comparacién con zona pre-sinaptica (Rebola y cols., 2005). Los H3Rs se expresan
pre- y post-sinapticamente, pero estan enriquecidos en las terminales de las
neuronas estriado-palidales, INEMs (Morales-Figueroa y cols., 2014). Dada esta
distribucién, nuestros resultados sugieren una localizacién sindptica especifica del
heterodimero A2aR/HsR que le permitiria una participacion preferencial en la
modulacién pre-sinaptica de la transmision glutamatérgica y GABAérgica en los

ganglios basales, particularmente en el neoestriado.

En el neoestriado, los A2aRs se expresan en los cuerpos celulares y las terminales
de las INEMs (Schiffman y cols., 1991), asi como en las terminales cortico-dNEMs,
pero no en las proyecciones cortico-iINEMs (Quir6z y cols., 2009). También se ha
reportado que los antagonistas KW-6002 y SCH-442416 permiten diferenciar las
localizaciones del A2aR (Orra y cols., 2011). Aunque no existen agonistas que
puedan diferenciar poblaciones de A2aRs, esta informacion podria ser valiosa para
disefiar farmacos dirigidos a modular a los A2aRs y HsRs de manera dirigida,

utilizando ligandos bivalentes dirigidos al heterodimero.
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7.3 Interface de interaccion del heterodimero A2aR/HzR

La formacion de heterodimeros de GPCRs continda siendo un tema de debate
debido a que para explicarlos existen dos teorias principales. La primera de ellas
propone gue estos complejos alcanzan la membrana celular como heterodimeros y
por lo tanto existen como una nueva entidad proteica (Bulenger y cols., 2005). La
segunda, propone que estos complejos son formados momentaneamente, resultado
de colisiones a nivel de la membrana, lo que permite que los receptores se unan por

milisegundos y formen la interaccion (Hern y cols., 2010).

La cristalografia y los ensayos de modelado por homologia y de acople (docking)
proteina-proteina han revolucionado el estudio de los complejos proteicos ya que
permiten entender mejor la naturaleza de estas interacciones. La aplicacion de estos
ensayos al heterodimero A2aR/HsR revel6 una interface de contacto que comprende
a los segmentos TM2 y TM4 del A2aR y los dominios TM6 y TM7, asi como la tercera

asa intracelular (Al3) del Hs3R.

Aungue estos ensayos se realizaron en ausencia de ligando, la relevancia de este
hallazgo radica en que las regiones involucradas en la interaccién ayudan a explicar
los datos obtenidos en los ensayos funcionales. Los estudios de cristalografia han
indicado que los residuos Ser®” en TM2, Leu?®” en el TM7, His?%* en la tercera asa
extracelular (AE3) y Glu'®® en la AE2 del A2aR estan involucrados en la uniéon del
agonista CGS-21680 (Lebon y cols., 2015), el cual fue utilizado en todos los
experimentos. Aunque el andlisis final de la interaccién A2aR/HsR no indica que
estos residuos interactien directamente con el H3R, varios residuos alrededor de la
Ser®’ en el TM2 parecen formar parte de la interface (ver Tabla 4), lo cual podria

explicar los cambios en la afinidad observados en el A2aR.

Dado que la Ser®’ es crucial para el acople de otros agonistas del A2aR, como NECA
o la misma adenosina, la interaccion entre receptores que comprende residuos
alrededor del residuo Ser®’ se torna aun mas relevante. En el HzR, los residuos
Asp?% y Glu'% en los dominios TM3 y TM5, respectivamente, son los principales

responsables de la union de agonistas. Estos segmentos no figuran en la interaccion
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de los receptores, explicando el por qué no observamos cambios en la afinidad del

HsR en los ensayos de unién a radioligando.

Un resultado interesante fue que una parte de la Al3 y de la hélice 8 del H3R
interacttan con el A2aR. Esta interaccion parece tener lugar por una torsion de la
Al3 del HsR hacia el A2aR (comparese la posicion del Al3 en la Figura 18B y en la
Figura 18C). Tanto la Al3 como la H8 del HsR han sido relacionadas con el acople
del HsR a proteinas G, por lo que si estas regiones se ven comprometidas esto
podria explicar la pérdida de sefializacion del HsR observada tanto en los ensayos
de complementacién funcional como en los de formacion de AMPc, cuando se

co-expreso al A2aR.
7.4  Sobre la formacion de heterodimeros

Ademas de la complejidad que implica estudiar los mecanismos moleculares y
funcionales de los heterodimeros de GPCRs, otro tema a discutir es como se forman
estos complejos. Existen dos modelos: el primero sugiere una
pre-formacion del dimero en vesiculas intracelulares y por lo tanto que el dimero
alcanza como tal a la membrana celular. EI segundo modelo plantea que los
receptores existen como mondémeros que pueden acoplarse por colisiones

“aleatorias” momentaneas para formar heterodimeros.

Aunque ambos modelos tienen evidencia que los apoya, es pertinente establecer
una distincion en los modelos con base en el tipo de GPCR en estudio. Por ejemplo,
los heterodimeros de receptores a GABA tipo B (GABABg), que pertenecen a de la
clase C de los GPCRs, se forman entre un receptor a GABA tipo B1 y un segundo
receptor tipo B2. La interaccion se establece entre los extremos carboxilos
terminales de los receptores B1y el Bz, y es de naturaleza hidrofébica. Este complejo
se forma desde el reticulo endoplasmico y es indispensable para la expresion y
funcionalidad de los receptores GABA& ya que en su estado monomerico no pueden
acoplarse a proteinas G (Bettler y Tiao, 2006; Maurel y cols., 2008).

Sin embargo, los receptores de la clase A, como el receptor a vasopresina Vz, el

DiR y D2R, y el adrenoceptor B2 (B2AR), pueden ser encontrados en la membrana
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celular tanto como mondémeros como formando dimeros (Maurel y cols., 2008;
James y cols., 2006). Aunque la formacién de dimeros conserva una relacion linear
con la expresion de los receptores, resultado del incremento en interacciones
transientes entre receptores (Calebrio y cols., 2013), el hecho que puedan
encontrarse en las dos formas, descarta como absoluta la condicién de ser pre-
formados. Al respecto, estudios de microscopia de una sola molécula en células
transfectadas con el receptor muscarinico M1 y el f2AR muestran claramente que la
formacion de dimeros se genera por movimientos brownianos en la membrana
celular que llevan a una colisién de dos receptores por un espacio de ~1 segundo,
tiempo en el que el heterodimero existe como tal (Hern vy cols., 2010, Calebrio y
cols., 2013).

En estas interacciones la libertad de movimiento en la membrana celular de un
GPCR adquiere un papel importante en la formacion de heterodimeros. Aunque no
se tiene informacion sobre la movilidad del HsR en la membrana celular, podemos
inferir, con base en sus varios efectos sobre la sintesis, la liberacién y la captura de
neurotransmisores, que su movilidad deberia de ser amplia. Considerando que los
eventos de sefializacién se llevan a cabo en hot-spots (Sungkaworn y cols., 2017),
el HsR necesita tener la capacidad de movilizarse entre regiones cercanas a la zona
activa para modular liberaciébn y captura de neurotransmisores, y a regiones
alejadas de la zona activa para regular la sintesis de neurotransmisores
(Aquino-Miranda y cols., 2016). El A2aR se localiza en motivos ricos en colesterol y
por lo tanto su movilidad en la membrana es restringida comparada con la del HsR
(Lee y cols., 2012). Los resultados de co-inmunoprecipitacion muestran una
interaccion constitutiva del A2aR/H3R tanto en las células transfectadas como en el
neoestriado. Este resultado puede ser explicado por la premisa de movilidad
membranal, donde al encontrarse los A2aRs confinados a regiones de la membrana
con baja movilidad y asumiendo que los HsR tiene una mayor libertad de
movimiento, una poblacion de HsRs se encontraria accediendo a y retirAndose de
las regiones de baja movilidad, formando heterodimeros con los A2aRs en estos

ambientes lipofilicos.
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Esta teoria le confiere mayor relevancia al heterodimero A2aR/H3R, ya que en estas
regiones de baja movilidad se concentran las proteinas necesarias para la liberacion
de neurotransmisores por exocitosis (Tsui-Perchala y cols., 2002, Gil y cols., 2005)
colocando al heterodimero A2aR/HsR en una posicion preferente para modular la
transmision sinptica. Lo anterior concuerda con la exclusiva localizacion sinaptica
del heterodimero observada en los ensayos de union de radioligando en

membranas de sinaptosomas estriatales.

7.5 Los heterodimeros en el tratamiento de desérdenes neuronales

Los GPCRs son un atractivo blanco terapéutico para el desarrollo de farmacos y los
heterodimeros de GPCRs abren nueva posibilidades para el disefio de farmacos,
debido a que ofrecen una nueva entidad farmacolégica mediante la cual modular
finamente la actividad neuronal. Aunque en modelos animales algunos
heterodimeros de GPCRs han sido propuestos como blancos terapéuticos para
patologias como la enfermedad de Parkinson (Pinna y cols., 2005), la adiccién
(Adams y cols., 2007) y la psicosis (Aghajanian y cols., 2000), su uso en pacientes

tiene aun un largo camino por recorrer.

Entre los heterodimeros de GPCRs mas explorados para el manejo farmacolégico
de enfermedades neuronales, se encuentra el formado por el A2aR y el D2R. En esta
interaccion, el A2aR disminuye tanto la afinidad de unién como la funcionalidad del
D2R, y aunque en lineas celulares ambos receptores son internalizados como
complejo, este fenbmeno no se observa en tejido nativo (Hillion y cols., 2002; Fuxe
y cols., 2005). Dado que alteraciones en la transmision dopaminérgica estriatal
estan involucradas de manera critica en transtornos como la Enfermedad de
Parkinson y la esquizofrenia, se ha propuesto emplear antagonistas del A2aR en
combinacion con agonistas del D2R para potenciar la sefializacion de estos Ultimos
receptores (Scamells y Capuano, 2014; Kafka y Corbett, 1996; Ferré y cols., 2004).
Otro heterodimero en el que el A2aR esta involucrado es el conformado con el
receptor a glutamato metabotropico 5 (mGIutR5). Este heterodimero modula la

funcion del D2R, disminuyendo la conducta de giro inducida por quinpirole, un
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agonista del receptor (Ferré y cols., 1999), y este efecto ha sido empleado para
disminuir el consumo de alcohol por ratas, conducta relacionada fuertemente con el

aumento de la transmision dopaminérgica (Adams y cols., 2007).

De forma similar al A2aR, las interacciones del HsR con los receptores D1 y D2 han
sido propuestas como blancos terapéuticos para el tratamiento de desordenes
neuroldgicos y psiquiatricos. En ambas interacciones la activacion del HsR
disminuye la funcionalidad de los receptores a dopamina, siendo estas interacciones
de interés para el tratamiento de adicciones (Ellenbroek, 2013; Moreno y cols.,
2014) y la enfermedad de Alzheimer (Rodriguez-Ruiz y cols., 2017).

Otros heterodimeros de GPCRs con aplicaciones terapéuticas incluyen las
interacciones de los receptores a opioides pn y & (Georges y cols., 2000) y los
receptores & y k (Waldhoer y cols., 2005), ambas interacciones empleadas para
promover analgesia. La interaccion mGIuR2 con el receptor a serotonina 5-HT2a ha
mostrado disminuir los sintomas de psicosis y esquizofrenia (Aghajanian y cols.,
2000).

Especulando sobre la potencial participacion terapéutica del heterodimero
A2aR/H3R y asumiendo el aumento observado en la sefializacion del A2aR al
co-activar a los receptores, dirigir farmacos al heterbmero localizado en las
terminales cortico-estriatales incrementaria la liberacion de glutamato. En las
iINEMs, tanto el HsR como el A2aR inhiben la liberacion de GABA. Dada la
localizacion principalmente sinaptica del heterodimero, sugiero que el complejo se
localiza en las ramificaciones colaterales que las INEMs proyectan sobre las
dNEMs. La estimulacion del heterodimero incrementaria la inhibicion GABAEérgica,

causando una sobrestimulacion de las dNEMs.

En ambas localizaciones, el resultado general de la activacion seria la
sobreestimulacion de las dNEMs, lo que seria Gtil en patologias como el desorden
de déficit de atencion e hiperactividad, el autismo y el desorden obsesivo-
compulsivo. En estos desordenes existe un déficit en la transmision glutamatérgica

y por lo tanto un aumento en la liberacibn de glutamato o en la inhibicion
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GABAérgica a las dNEMs podria mitigar los sintomas de estas patologias al modular

la actividad de estas neuronas.

Para abordar a los heterodimeros de GPCRs como blancos terapéuticos es
necesario considerar que en un ambiente fisiol6gico un mismo tipo de GPCR puede
ser encontrado como monoémero, homodimero o heterodimero, generando una
mezcla heterogénea de diferentes estados de activacion y de sefalizacion del
receptor. Utilizar farmacos individuales para modular solamente a la poblacion de
receptores que se encuentre formando al heterodimero se convierte en un abordaje
complicado, debido a que tedéricamente el resultado de la activacion de los
receptores sera la suma de los efectos de los mondmeros, homodimeros y
heterodimeros. Aunado a esto, es necesario considerar la expresion de los
receptores en cuestion; mientras que algunos se encuentran localizados en
poblaciones neuronales especificas (como el A2aR, expresado exclusivamente en
las INEMSs), otros pueden estar presentes en varias poblaciones neuronales (como
el H3R, que se expresa tanto en las INEMs como en las dNEMs), complicando la

prediccion de un efecto fisiolégico final.

Para evitar las complicaciones de este abordaje, se ha planteado usar ligandos
bivalentes, los cuales se forman de dos farmacoforos dirigidos a cada uno de los
receptores que forman el heterodimero, y unidos por un enlazador (Hiller y cols.,
2013). Este abordaje, tiene la ventaja que la existencia de un heterodimero es
condicionante para que ambos receptores puedan ser modulados, un factor dictado
por la longitud del enlazador. Esta estrategia ha sido empleada para detectar al
heterodimero A2aR/D2R en lineas celulares (Soriano y cols., 2009), asi como para
explorar las caracteristicas farmacoldgicas del heterodimero formado por el D2R y
el receptor a neurotensina NTS1, donde estos ligandos mostraron especificidad para

inducir vias de sefalizacion propias del heterémero (Hubner y cols., 2016).
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8. Conclusioén

Este estudio presenta por primera vez evidencia de la formacion de un heterodimero
entre los receptores a adenosina A2a y a histamina Hs, basada en ensayos de
complementacion funcional y de co-inmunoprecipitacion en células HEK-293T.

En los ensayos funcionales la co-activacion de los receptores indujo un aumento de
la sefializacion del receptor Az2a y atenuacion de la funcion del receptor Hs. En el
tejido estriatal de rata la interaccién ocurre en las terminales nerviosas donde la
activacion del receptor Hs modifica la afinidad del receptor A2a por un agonista
selectivo. La interface entre los receptores se establece principalmente entre las
regiones transmembranales TM4 del receptor A2a y las regiones transmembranales

TM6 y TM7 y la tercera asa intracelular del receptor Hs.
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9. Perspectivas

Los resultados de esta tesis permiten plantear diversas perspectivas, entre las que

se destacan las siguientes:

1. Analizar con mayor detalle la interaccion A2aR-HsR en sistemas nativos por

ensayos de tr-FRET, asi como la farmacologia y dinAmicas moleculares.

2. Determinar la participacion del heterodimero en la transmision glutamatérgica

cortico-estriatal y GABAérgica intra-estriatal por ensayos de electrofisiologia.

3. Evaluar las implicaciones de la interaccion A2aR-HsR en la fisiopatologia de

enfermedades neurodegenerativas que afecten a los ganglios basales.

4. Estudiar los mecanismos moleculares in vivo que rigen la formacion de

heterémeros de GPCRs.
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In the striatum, histamine H3 receptors (HaRs) are co-expressed with adenosine Az receptors (AzaRs)in
the cortico-striatal glutamatergic afferents and the GABAergic medium-sized spiny neurons that origi-
nate the indirect pathway of the basal ganglia. This location allows HaRs and AzeRs to regulate the striatal
GABAergic and glutamatergic transmission. However, whether these receptors can physically interact has
naot yet been assessed. To test this hypothesis, a heteromer-selective tn vitro assay was used to detect func-
tional complementation between a chimeric Agy Rapy-Gotgy and wild-type H;Rs in transfected HEK-293T
cells. H;R activation with the agonist RAMH resulted in Ca?* mobilization [pECzy 7.3140.23; maximal
stimulation, Emax 449 + 25% of basal) indicative of receptor heterodimerization. Functional H:R-AzsR
heteromers were confirmed by co-immunoeprecipitation and observations of differential cAMP signaling
when both receptors were co-expressed in the same cells. In membranes from rat striatal synaptosomes,
H; R activation decreased Agy R affinity for the agonist OGS-2 1680 (pKi values B.10+ 0004 and 7.70 £ 0.04).
Muoreaver, HiRs and Az Rs co-immunoprecipitated in protein extracts from striatal synaptosomes. These
results support the existence of 2 H:R-Az R heteromer with possible physiological implications for the
modulation of the intra-striatal transmission.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Clobenpropit, a histamine H; receptor antagonist/inverse agonist, ®Clmmk
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cells and rat brain synaptosomes
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article histary:

Background: Clobenpropit, a potent antagonistjinverse agonist at the histamine H: receptor {HsR),
Received 1 December 2016

1 ! = reduced the cytotoxic action of 6-hydroxydopamine (6-0HDA) in neurchlastoma SH-5Y5Y cells
Received in revited fom 12 August 2017 transfected with the human H. k. We therefore set out to study whether this effect inwolved a receptor-
ﬁfﬁﬁf ﬁ“’?ﬁfo” L2017 independent action on dopamine ransport

e Methads: The uptake of | *H]-dopamine was aszayed in SH-SY5Y cells and rat striatal or cerebmo-cortical
isolated nerve terminals (synaptosomes). Oobenpropit binding to the human norepinephrine (MET) and

ﬁz';:'::'h it dopamine (DAT) transporters was analyzed by molecular modeling.

Dq.m.nn'i:iuu_q:un.er Resulis InSH-SY5Y cells, | *H]-dopamine uptake was inhibited by desipramine (selective NET inhibitor ),
HisLamine Hy receplar GBR-12909 (selective DAT inhibitor), and flunxetine (selective inhibitor of the semtonin tansporter,
N apinephrine Lrans porr SERT) with ICsq values 37, 537, and 2800 nM, respectively. The potency rank order indicates that | *H]-
SH-5Y 5Y cells dopamine uptake is primarly performed by NET Clobenpropit inhibited |[*H}-dopamine uptake

{maximum inhibition 827 4+ 28% G, 490 nM), and the effect was reproduced by the HiR antagonist/
inverse agonist iodophenpropit, but not by the agonisis R-e-methylhistamine and immepip or the
antagonists/inverse agonists ciproxifan and A-331440. Clobenpropit also inhibited |*H}-dopamine
uptake by rat sriatal and cerebro-cortical synaptosomes (—546 + 11.3% and —46.3 4+ Q6% respectively,
at W M) Modeling of the human NET and DAT obtained by homology from the crystal of Drosaphila
melanogaster DAT showeed that clobenpropit can bind to a site alzo recognized in both fransporters by
nizoxeting, a potent NET inhibitor.
Conclugon: These data indicate a direct inhibitory effect of clobenpropit on catecholamine transport
D 2017 Insdtute of Fhamacology, Polish Academy of Sciences. Publizhed by Elsevier Sp. z coo. All rights
resemved.
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Chapter 11

Modulation by Histamine H; Receptors
of Neurotransmitter Release in the Basal

Ganglia

Ricardo Mirquez-Gomez, Ana-Maricela Garcia=Galvez, Guadalupe-
Elide Morales-Figueroa, and José=Antonio Arias=-Montafio

Abstract Among the four G-protein coupled receptors (H=H, ) identified as the
mediators of the biological effects of histamine, the H; receptor (H:R) distinguishes
for its almost exclusive expression in the nervous system and its dual function as
auto- and hetero-receptor that enables H.Rs to modulate the histaminergic and other
neurotransmitter systems, The basal ganglia are neuronal nuclei that form a sub-
cortical circuitry responsible for integrating motor and sensorial information origi-
nated in the cerehral cortex and the thalamus. The abundant presence of HiRs in the
basal ganglia confers these receptors a preferential and strategic position to modu-
late both the incoming and the outgoing synaptic information. In this chapter we
review the control by H;Rs of the release of the neuwrotransmitters involved in the

basal ganglia circuitry.

MINIREVIEW—A LATIN AMERICAN PERSPECTIVE ON G PROTEIN-COUPLED RECEPTORS

The Histamine Hs Receptor: Structure, Pharmacology,

and Function

Gustavo Nieto-Alamilla, Ricardo Marguez-Gomez, Ana-Maricela Garcia-Galvez,
Guadalupe-Elide Morales-Figueroa, and José-Antonio Arias-Montafio
Departamento de Fislologia, Biofisica y Neurodencias, Centro de Investigacidn y de Estudios Avanzados (Cinvestaw-IPN),

Zacatenco, Ciudad de Méxco, México
Received April 15, 2016; accapted August 24, 2018

ABSTRACT

Among the four G protein-coupled receptors H,-H.) identified
as mediators of the bioclogic effects of histamine, the Ha
recaptor (HaR) is distinguished for its almost axclusive axpres-
sion in the nervous system and the large variety of isofoms
genarated by altemative splicing of the coresponding mEMA.
Additionally, it exhibits dual functionality as autoreceptor and
heteroreceptor, and this enables HaAs to modulate the hista-
minargic and other neurotransmitter systems. The claning of tha
HaR cDNA in 19899 by Lovenberg et al. allowed for detailed
studies of its molecular aspects. In this work, we review tha

characterdstics of the HiR, namely, its structure, constitutive
activity, isoforms, signal transduction pathways, regional dif-
ferances in exprassion and localization, selective agonists,
antagonists and inverse agonists, dimarization with other
naurotransmitter receptors, and tha main presynaptic and post-
synaptic effects raesulting from its activation. Tha HzH has
attracted interest as a potential drug targat for the treatment of
savaral important neurclagic and psychiatric disorders, such
as Alzheimer and Parkinson diseases, Gilles de la Tourette
syndrome, and addiction.
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Histamine H; Receptor Activation Counteracts Adenosine

A,, Receptor-Mediated Enhancement of Depolarization-Evoked
[*H]-GABA Release from Rat Globus Pallidus Synaptosomes
Guadalupe-Elide Morales-Figueroa, Ricardo Mirquez-GGomez, Radl Gonzilez-Pantoja,

Juan Escamilla-Sdnchez, and José-Antonio Aras-Montaifio®

Departamento de Fisiologh, Biofsica y Meuwrodencias, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPI,
Av. Instituto Politeenico Macional 2508, Zacatenco, 07360 Meéxico, D.F,, México

ABSTRACT: High levels of histamine H, receptors (H,Rs) are found ~ GABA release
in the globus palidus (GP), a neuronal nudeus in the hasal ganglia -
involved in the control of motor behavior. By using rat GP isolated nerve

. AuR H3R
terminak (synaptosomes), we studied whether H,R activation modified
the previously meported enhandng action of adencsine A, receptor
(A R) stimulation on depolarization-evoked ['H]-GABA release. At
3 and 10 nM, the Ay R agonist CGS-21680 enhanced [H}-GABA .
release induced by high K* (20 mM) and the effect of 3 nM CGS-21680 A
was prevented by the A, R antagonist ZM-241385 (100 nM). The presence of presynaptic H,Rs was confirned by the spedfic
binding of Nuz-[methyl-"H]-histamine to membrnes from GP synaptosomes (madmom binding, B, 1327 £ 79 fmol/mg
protein; dissodation constant, K, 0.74 nM), which was inhibited by the H,R ligands immepip, dobenpropit, and A-331440
{inhibition constants, K, 028, 853, and 316 nM, respectivelyl. Perfudon of synaptosomes with the HjR agonist immepip
{100 nM) had no effect on K’ -evoked ["H]-GABA release, but inhibited the stimultory action of Ay R activation. In turn, the
effect of immepip was blocked by the H;R antagonist clobenpropit, which had no significant effect of its own on K*-induced
[*H}-GABA release. These data indicate that H;R activation selectively counteracts the facilitatory action of A, R stimulation on
GABA release from striato-pallidal projections.

EEYWORDS: Adenosing Ay, receptor, histaming, histaming H; receptor, globus pallidus, basal ganglia, GABA release
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